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RESUMO

GONTIO, J. B. Comunidades metanogénicas e metanotroficas em sedimentos de areas
alagaveis da Amazénia Oriental. 2017. 72 p. Dissertacdo (Mestrado) - Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2017.

As areas alagaveis naturais representam a mais importante fonte ndo-antropogénica de metano
(CHa4), com emissdes estimadas entre 177 a 284 Tg ano™, representando de 26 a 42% das
emissdes globais de CHs. A bacia do Rio Amazonas cobre uma grande porgdo dos tropicos
umidos, e a rede de drenagem deste rio excede a extensdo de mais de um milhdo de
quildmetros quadrados. As grandes varzeas da bacia Amazdnica sdo as maiores fontes
naturais de CH4 desta regido e estima-se que sua contribui¢do para as emissdes totais de areas
alagadas no mundo seja na ordem de 5%. O CHs produzido nas zonas anaerobicas dos
sedimentos por arquéias metanogénicas pode ser oxidado a CO: pelos microrganismos
metanotroficos. Com base na hipdtese de que o fluxo de CHa se altera sazonalmente em areas
alagaveis e que a microbiota presente esta diretamente relacionada a esse processo, 0 presente
estudo teve como objetivo geral avaliar a dinamica dos genes funcionais envolvidos no ciclo
do CH4 em épocas contrastantes, correlacionando com o fluxo do gas, variaveis ambientais e
perfil taxondmico de Bacteria e Archaea em sedimentos de trés areas alagaveis e solo de
floresta priméaria, da Amazbnia Oriental (Belterra e Santarem-PA). Foram realizadas
amostragem de gases, sedimentos e solo em duas épocas contrastantes (maio e outubro de
2016 — cheia e seca), para determinacéo da concentracdo de CHj retido no sedimento durante
a época cheia, céalculo do fluxo de CHs durante a época seca, analises fisico-quimicas e
extracdo de DNA dos sedimentos e solo para realizacdo da qPCR dos genes funcionais mcrA e
pmoA e dos genes marcadores filogenéticos 16S rRNA de Bacteria e Archaea, e
sequenciamento do gene 16S rRNA de Bacteria e Archaea. A partir das amostragens de
gases, foi possivel observar que as areas alagaveis possuem potencial de atuarem como fonte
de CHs durante a época cheia, e como fonte ou dreno de metano durante a época seca,
confirmado pelas analises de qPCR, uma vez que a abundancia do gene pmoA aumenta
durante a época seca. Ja no solo de floresta, o gene mcrA foi considerado como nao detectado,
portanto, a floresta pode ser considerada somente como potencial dreno de CHa4. O estimador
ACE e o indice Shannon mostraram que 0s sedimentos de areas alagaveis possuem maior
riqueza e diversidade de Bacteria e Archaea quando comparados ao solo de floresta. Todas as
areas apresentaram perfis taxondmicos do dominio Bacteria semelhantes, porém, a grande
diferenga entre as comunidades esta relacionada ao dominio Archaea. A comunidade de
arqueias no solo de floresta é majoritariamente composta por representantes do filo
Thaumarchaeota. O solo de floresta apresentou baixa abundéncia dos filos potencialmente
produtores de CHas, Bathyarchaeota e Euryarchaeota, e o contrario foi observado nas &reas
alagaveis. Os dados gerados no presente estudo incentivam a continuidade de trabalhos
relacionados ao ciclo do CH4 em areas alagaveis da bacia Amazonica, incluindo investigacoes
acerca do papel do filo Bathyarchaeota nessas areas, principalmente em relacdo ao ciclo do
CHa.

Palavras-chave: Ecologia microbiana. Metanogénese. Metanotrofia. Ciclo do metano. gPCR.
Sequenciamento de amplicon.
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ABSTRACT

GONTHO, J. B. Methanogens and methanotrophs communities in sediments of Eastern
Amazonian wetlands. 2017. 72 p. Dissertacdo (Mestrado) - Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de Séo Paulo, Piracicaba, 2017.

Natural wetlands represent the most important non-anthropogenic source of methane (CHa),
with emissions estimated of 177-284 Tg year?, accounting for 26-42% of global CHa
emissions. The Amazon basin covers a large portion of the humid tropics, and the drainage
network of this river exceeds the extent of more than one million square kilometers. The
wetlands of the Amazon basin are the largest natural sources of CHs in this region and it is
estimated that their contribution to the total emissions of wetlands in the world is around 5%.
The CHa4 produced in the anaerobic zones of the sediments by methanogenic archaea can be
oxidized to CO2 by the methanotrophic microorganisms. Based on the hypothesis that
methane flux changes seasonally in wetlands and its microbiota is directly related to this
process, this research has the main objective to evaluate the dynamics of the functional genes
involved in the CHs4 cycle in contrasting seasons, correlating with the CHs flux,
environmental variables and taxonomic profile of Bacteria and Archaea in three wetlands and
one primary forest of the Eastern Amazon (Belterra and Santarém-PA). The sampling of gas,
sediments and soil was performed in May and October 2016 (wet and dry seasons) to
determine the concentration of CH4 retained in the sediment in the wet season, measurement
of CHa flux in the dry season, physicochemical properties and molecular analysis (QPCR of
the mcrA, pmoA functional genes and phylogenetic marker genes 16S rRNA of Bacteria and
Archaea and sequencing of the 16S rRNA gene of Bacteria and Archaea). From gas
samplings, it was possible to observe that wetlands have the potential to act as source of CH4
during the wet season, and as a source or drain of CH4 during the dry season, confirmed by
gPCR analyzes, due the abundance increases of the pmoA gene during the dry season. In the
forest soil, the mcrA gene was not detected, therefore, the forest could be considered only as
CHy drain potential. The ACE estimator and the Shannon index showed that the sediments of
wetlands have higher richness and diversity of Bacteria and Archaea when compared to the
forest soil. All areas presented similar taxonomic profiles of Bacteria, however, the main
difference between the communities is related to the Archaea. The archaeal community in the
forest soil is mostly composed of representatives of the phylum Thaumarchaeota. The forest
soil presented low abundance of the phyla with potential CH4 producers, Bathyarchaeota and
Euryarchaeota, however the opposite was observed in the wetlands. The data generated in the
present study encourage the continuity of work related to the CH4 cycle in wetlands of the
Amazon basin, including investigations about the role of the Bathyarchaeota phylum in these
areas, especially in relation to the CHs cycle.

Keywords: Microbial ecology. Methanogenesis. Methanotrophy. Methane cycle. gPCR.
Amplicon sequencing.
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1 INTRODUCAO

Os gases de efeito estufa (GEEs) encontrados na atmosfera, como dioxido de carbono
(COy), vapor d’agua, metano (CHas) e Oxido nitroso (N2O) tém a capacidade de absorver a
radiacdo solar infravermelha (calor) que é refletida pela superficie terrestre. Esse fen6meno é
conhecido como efeito estufa, importante para a regulacdo da temperatura no planeta,
permitindo a vida. No entanto, desde a revolucdo Industrial, 0 aumento na producdo destes
gases, principalmente a partir da queima de combustiveis de origem féssil para geracdo de
energia, tem levado a uma tendéncia de aumento das temperaturas globais (HOUGHTON,
2005). As mudancas climéticas sdo inequivocas e inevitaveis (IPCC, 2013). Desde a década
de 1950, a temperatura média global aumentou em 0,72 ° C e prevé-se um aumento adicional
de 1,5a4,5° C até ao final deste século (IPCC, 2013).

A concentracdo atmosférica do CHs aumentou gradativamente ao longo das Ultimas
décadas, atualmente em 1,8 ppm por volume (ppmv), e continua a subir ap6s uma aparente
estagnacdo no inicio da década de 2000 (DLUGOKENCKY et al., 2009). Por possuir o
potencial de aquecimento global 25 vezes maior que o CO2, 0 CH4 aquece a atmosfera em
uma perspectiva de 100 anos mais do que o didxido de carbono, e assim, sua crescente
concentracdo atmosférica contribui para o aquecimento global (IPCC, 2013).

As areas alagaveis naturais representam a mais importante fonte ndo-antropogénica de
CHa, com emissdes estimadas entre 177 a 284 Tg ano™, representando de 26 a 42% das
emissdes globais de CH4 (CIAIS et al., 2014). A bacia do Rio Amazonas cobre uma grande
porcao dos tropicos Umidos, e a rede de drenagem deste rio excede a extensdo de mais de um
milhdo de quildmetros quadrados (JUNK, 1997). As grandes varzeas da bacia Amazonica séo
as maiores fontes naturais de CH4 desta regido e estima-se que sua contribuigdo para as
emissdes totais de areas alagadas no mundo seja na ordem de 5% (DEVOL et al., 1990).

O ciclo do CHs nesses ambientes € conduzido por microrganismos: as arqueias
metanogénicas geram CH4 nas zonas anoxicas do sedimento como a etapa final da degradacéo
anaerdbia da matéria organica, utilizando hidrogénio ou didxido de carbono (CO,), acetato ou
pequenos compostos metilados como substrato. Por outro lado, uma quantidade substancial de
CHa4 gerado nas zonas anoxicas das areas alagaveis ¢ oxidado antes que ele possa atingir a
atmosfera por meio de bactérias metano-oxidantes aerobias (metanotroficas), que sdo ativas
principalmente na interface 6xico-anoxica (WHALEN, 2005; CONRAD, 2009; NAZARIES
etal., 2013).
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Portanto, o estudo dessas comunidades metanogénicas e metanotroficas em areas
alagaveis da Amazonia, dada a grande contribuicdo dessas areas para o balanco regional e
global do carbono, representa um importante passo para o entendimento da dinamica do ciclo

biogeoquimico do CHa nessa regiéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Areas alagaveis da Amazonia

A Floresta Amazoénica desempenha um papel essencial nos processos ecoldgicos
globais, mantendo os maiores rios de 4gua do doce do mundo, controlando a temperatura
atmosférica e precipitacdo, e balanceando o fluxo de gases atmosféricos. Esta situada na
Linha do Equador, sendo 68% da area situada no Brasil e o restante dividido entre Bolivia,
Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Peru, Suriname e Guiana (JUNK et al., 2011).

Ao longo da Bacia Amazénica, a elevada precipitacdo anual € distribuida de forma
irregular entre as estacbes chuvosa e seca, 0 que causa oscilagbes na vazdo dos rios,
resultando em extensas areas sazonalmente inundadas. Além disso, como grandes areas da
Bacia Amazonica sdo planas e a rede de cdrregos drena o excesso de agua da chuva
lentamente, muitas &reas interfluviais também se tornam encharcadas durante a estacdo
chuvosa. Quando ocorre a inundacgdo, além dos sedimentos, as dguas dos rios lancam enorme
guantidade de nutrientes em suas planicies aluviais, 0 que torna o solo muito fértil para o
plantio (JUNK et al., 2012). As areas alagaveis da Amazoénia constituem um ecossistema de
paisagem diversificada e dindmica que ha milhares de anos tem sido ocupado por populacdes
humanas.

As populagbes pré-colombianas classificaram os rios pela cor da agua, refletindo nos
nomes de rios como Rio Claro, Rio Preto, Rio Negro, Rio Branco, e Rio Verde, por exemplo.
A primeira classificacdo cientifica dos corpos d'agua amazonicos foi elaborada na década de
1950 por Sioli (1956), utilizando a cor de agua, bem como parametros fisicos e quimicos, para
explicar caracteristicas limnoldgicas dos grandes rios amazonicos e relacionar essas
caracteristicas com as propriedades geolégicas e geomorfoldgicas de suas bacias hidrograficas
(Figura 1).
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Figura 1 - Distribuicdo dos principais rios de aguas brancas, aguas pretas e adguas claras na
Bacia Amazobnica
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Fonte: JUNK et al. 2011.

Os rios de aguas brancas (como por exemplo, Amazonas, Jurud, Japura, Purus e
Madeira) originam-se nos Andes e transportam grandes quantidades de sedimentos ricos em
nutrientes. Suas &guas tém pH quase neutro e concentracdes relativamente altas de solidos
dissolvidos (principalmente metais alcalinos e carbonatos). Os rios de aguas brancas
depositam seus sedimentos em grandes areas que sdo localmente chamadas de varzeas ou
igarapés, considerados férteis e habitats de diversas comunidades de plantas herbaceas
terrestres e aquaticas (JUNK et al., 2011).

Os rios de aguas pretas (como o rio Negro) sdo transparentes e cristalinos quando
vistos em lugares rasos, com baixas quantidades de matéria em suspensdo e altas quantidades
de acidos hdmicos, responsaveis pela cor marrom-café da agua. O fundo desses rios €
caracterizado pela presenca de areia branca e os valores de pH variam entre 4 a 5.
As areas alagaveis de rios de aguas pretas sdo de baixa fertilidade e sdo chamadas localmente
igapds. Eles sdo cobertos por uma floresta de varzea de crescimento lento em que a producédo
de serapilheira é aproximadamente 30% menor (FURCH; JUNK, 1997) e as taxas de
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crescimento de incremento de didmetro das arvores sdo até dois tercos menores do que as
encontradas em varzeas (SCHONGART et al., 2010).

Os rios de aguas claras (como os rios Tapajos, Xingu e Tocantins) tém suas bacias
hidrograficas superiores na regido de cerrado do Brasil Central. Suas dguas sdo transparentes
e esverdeadas com baixas quantidades de sedimentos e solidos dissolvidos e um pH &cido que
varia entre 5 e 6 em grandes rios. As areas alagaveis dos rios de aguas claras sdo de
fertilidade baixa a intermediaria, também denominadas igapoés e igarapés (JUNK et al., 2011;
JUNK et al., 2013).

2.2 Ciclo biogeoquimico do CH4em &reas alagaveis

Os sedimentos fluviais sdo um exemplo Unico de ecossistema, afetado pela
disponibilidade flutuante de matéria organica proveniente principalmente do ambiente
terrestre circundante (CHAUDHARY et al., 2017). Devido a sua enorme area (cerca de 900
mil km?), as zonas Umidas na bacia Amazonica exercem um papel importante nos ciclos
hidrolégicos e biogeoquimicos, contribuindo significativamente para o balanco regional e
global do carbono (CRILL et al., 1988; MOREIRA-TURCQ et al., 2003).

O CHs é um produto final do processo de respiracdo andxica que ocorre
principalmente pelo uso de acido acético (por arqueias metanogénicas acetoclasticas) e
hidrogénio e dioxido de carbono (por arqueias metanogénicas hidrogenotréficas) (FENCHEL
et al., 2012; BRIDGHAM et al., 2013) (Figura 2), podendo ocorrer, em menor escala, por
outras vias. No periodo de cheia, sedimentos ricos em matéria organica e geralmente com
baixas concentracdes de aceptores alternativos de elétrons apresentam condigdes anoxicas
favoraveis a producdo de CHs. A decomposicao do sedimento €é responsavel por 80% do CHa
emitido dessas areas na Amazoénia (DEVOL et al., 1994). O CH4 pode deixar a coluna d’agua
através de difusdo, ebulicdo (libertacdo de bolhas) e/ou transporte mediado por plantas
(BRIDGHAM et al., 2013). A solubilidade do CH4 em &gua é muito baixa e rapidamente
forma bolhas, portanto, a ebulicdo se apresenta como a principal via de emissdo do gas em
condigdes de alagamento (OSTROVSKY et al., 2008).
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Figura 2 - Ciclo do CH4 em é&reas alagaveis
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Fonte: Adaptado de Bridgham et al., 2013.

Sawakuchi et al. (2016) estimaram que cerca de 7% do CH4 gerado no sedimento pode
ser consumido por bactérias metanotroficas na bacia Amazbnica. A maneira como a
composicdo e a dindmica das comunidades microbianas metanogénicas e metanotroficas -
importante controle potencial da producéo de CHg - afetam a producdo de CH4 em pequena e
larga escala deve ser considerada para entender melhor a variabilidade espacial e temporal na

producdo de CH4 em areas alagdveis (TORRES-ALVARADO et al., 2005; BRIDGHAM et
al., 2013).

2.2.1 Arqueias metanogénicas
O Dominio Archaea é caracterizado por microrganismos evolutivamente distintos dos
microrganismos alocados no Dominio Bacteria em funcéo das caracteristicas de organizacao

do genoma, expressdo génica, composicdo celular e filogenia (CANHOS; VAZOLLER,
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1999). Os primeiros microrganismos pertencentes ao Dominio Archaea foram isolados de
ambientes inospitos ou nichos ecoldgicos especializados, sob condi¢bes semelhantes aquelas
encontradas na origem da Terra (BINTRIM et al., 1997). Por esta razdo, estes microrganismos
foram considerados primitivos, ¢ denominados originalmente de ‘“arqueobactérias”. Essa
denominacdo foi abandonada em 1990, por sugerir erroneamente a relacdo entre os Dominios
Archaea e Bacteria (WOESE et al., 1990). Estudos de filogenia molecular veem mostrando
que as arqueias sdo muito mais diversas e largamente distribuidas que os primeiros membros
cultivados, restritos a ambientes extremos (PAZINATO et al., 2010).

Geralmente, as arqueias constituem apenas uma pequena fracdo da comunidade
microbiana total em solos e sedimentos, apesar de suas grandes contribui¢cdes aos processos
biogeoquimicos em todo o ecossistema (BATES et al., 2011; BORREL et al., 2012;
NARROWE et al., 2017). As arqueias metanogénicas sdo o0 uUnico grupo de microrganismos
que, devido a sistemas enzimaticos especificos, é capaz de produzir CH4 a partir de seu
metabolismo. S8o encontradas em diversos ambientes associadas a decomposicdo da matéria
organica e/ou atividades biogeoquimicas (ZINDER, 1998; NARIHIRO; SEKIGUCHI, 2011).
Apesar da grande variedade de caracteristicas encontradas entre as metanogénicas, todas tém
em comum o estilo de vida anaerdbio e a habilidade de produzir CHa.

As arqueias metanogénicas estdo distribuidas em sete ordens do filo Euryarcheota:
MethanoBacteriales, Methanocellales, Methanococcales, Methanomicrobiales,
Methanoplasmatales, Methanopyrales e Methanosarcinales (HOFMANN et al., 2016).
Recentemente, Evans et al. (2015) recuperaram genomas de duas linhagens do filo
Bathyarchaeota em um aquifero Australiano, encontrando genes responsaveis pela producédo e
oxidacdo anaerobica de CHs homologos aos genes presentes no filo Euryarcheota, porém
filogeneticamente divergentes, evidenciando a necessidade de mais estudos relacionados a
deteccdo, identificagdo e metabolismo de arqueias metanogénicas.

A especialidade catabolica € caracteristica fisiologica importante das arqueias
metanogénicas. Por metabolizarem uma gama restrita de compostos, tais como o COs,
acetato e compostos que contem grupos metil, a metanogénese ocorre somente em sintrofia
com outros microrganismos degradadores de compostos complexos em substratos
simples de carbono, permitindo que sejam utilizados pelas arqueias metanogénicas
(NAKAYAMA et al.,, 2011; SERRANO-SILVA et al., 2014). A maioria das arqueias
metanogénicas é mesofilica, capazes de produzir CH4 em temperaturas variando de 20 °C a
40 °C. Poucos géneros de arqueias metanogénicas podem ser encontrados em ambientes

extremos, como sedimentos hipersalinos, fontes termais e sedimentos geotérmicos, onde
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podem se desenvolver a temperaturas acima de 100 °C (NAZARIES et al., 2013). Com base
no substrato que utilizam, os metandgenos séo classificados em cinco grupos (Tabela 1).

Tabela 1 - Classificacao dos grupos tréficos de arqueias metanogénicas

Substratos Produtos Grupos Troficos
4H; + CO2 CH4+2H,0 Hidrogenotrofico
4HCOOH CH4 + 3CO; + 2H,0 Formatotréfico
Acetato CH.+ CO; Acetoclastico
4CH30OH 3CH4 + CO2 + 2H,0 Metilotrofico
CH3CHOHCHgs+ CO» CH4+ 4CH3CHOHCH;3 + 2H,0 Alcootréfico

Fonte: Adaptado de Maylan et al. (2016).

No processo de geragdo de CHas, a metil-coenzima M redutase possui papel essencial
na metanogénese, uma vez que esta presente na Gltima etapa da geracdo do CHa. O gene mcrA
codifica a subunidade alfa desta coenzima e esta presente exclusivamente nas arqueias
metanogénicas (ARONSON et al., 2013). Por ser conservado, o gene mcrA é utilizado como
base para os métodos independentes de cultivo, sendo importante marcador funcional,
possibilitando a detecgcdo, quantificacdo e classificacdo de arqueias metanogénicas em
diferentes ambientes (LUTON et al., 2002).

2.2.2 Microrganismos metanotroficos

O processo de oxidagdo biologica CH4 pode ser realizado tanto aerdbia quanto
anaerobicamente. As bactérias metanotroficas aerdbias pertencem aos filos Proteobacteria e
Verrucomicrobia, caracterizadas por serem gram-negativas e apresentarem grande diversidade
de formas e metabolismos. Os géneros de metanotroficas conhecidos e pertencentes ao filo
Proteobacteria estdo divididos em dois tipos: tipo |1, pertencentes a subdivisao
Gammaproteobacteria, e tipo Il, pertencentes a subdivisdo Alphaproteobacteria (HANSON;
HANSON, 1996; CONRAD, 2007; SEMRAU et al., 2010).

Bactérias metilotroficas geralmente utilizam CH4 ou metanol como fonte de energia
para 0 seu crescimento (SEMRAU et al., 2010; HANSON; HANSON, 1996). Ja as
bactérias metanotréficas obrigatorias utilizam apenas CHs como e fonte de C e energia
(DEDYSH; DUNFIELD, 2011). A disponibilidade de oxigénio é o principal fator limitante
para a metanotrofia aerdbia, sendo a maioria meséfilos e neutrofilicos, com crescimento
méaximo entre 20 °C e 40 °C e pH 6 a 8, respectivamente (BODEGOM et al., 2001;
MAYLAN et al., 2016).
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Na oxidacdo aerdbia, o CHs4 é convertido em CO; pela atividade enzimética
sequencial. No primeiro passo, a metano monooxigenase (MMO) converte CHs em CH3CHO,
que em seguida oxidado a formaldeido pela metanol-desidrogenase e, por fim, oxidado para

CO», como apresentado a seguir:

Monooxigenase Formaldeido
CH, —O%ONEE chycHo —Metanol, oo POMAelS  LcooH s €O,
desidrogenase desidrogenase desidrogenase

Fonte: Adaptado de Maylan et al. (2016).

As enzimas metano monooxigenases (MMO) catalisam o processo de oxidacdo
aerobica de CH4. S0 conhecidas duas formas da enzima MMO; uma forma particulada
(pPMMO), presente na membrana celular de todas as metanotroficas, codificada pelo gene
funcional pmoA em metanotroéficas tipo |; e uma forma soltvel citoplasmatica (SMMO),
encontrada apenas em algumas especies, codificada pelo gene funcional mmoX em
metanotroficas tipo 11 (DEDYSH et al., 2000; SEMRAU et al., 2010).

Ambas as formas de enzimas MMO requerem oxigénio para o processo de oxidagédo
(HAKEMAIN; ROSENZWEIG, 2007). A enzima pMMO contém ferro e cobre, enquanto que
SMMO contém um Unico local de di-ferro no seu centro catalitico (CHOWDHARY:; DICK,
2013). A enzima sMMO € capaz de oxidar uma vasta gama de compostos alifaticos,
aromaticos e alcanos (COLBY et al., 1977). O pMMO estad presente em todos 0s
metanotroficos, exceto Methyloferula e Methylomonas spp. (VOROBEV et al.,, 2011).
As espécies Methylomonas e Methyloferula sdo metanotréficos facultativos que utilizam
SMMO para crescer em CHs. Além de CH4, estas espécies também crescem em outros
compostos multi-carbono como acetato, etanol, malato, succinato e piruvato (RAHMAN et
al., 2011).

Ja 0 mecanismo de oxidacdo anaerdbia de CHs é realizado por associacéo fisica de
arqueias metanotroficas anaerdbias e bactérias redutoras de sulfato (NAZARIES et al., 2013;
CHOWDHARY; DICK, 2013; SERRANO-SILVA et al., 2014). Essa associagdo permite a
oxidacdo de CH4 a CO> utilizando sulfato como aceptor de elétrons, de modo que o0 processo
também é chamado de oxidagdo de CHs dependente de sulfato ou metanogénese reversa
(CALDWELL et al., 2008, THAUER; SHIMA, 2008). Os detalnes do mecanismo de
oxidacdo anoxica do CHs ainda sdo desconhecidos, porém, aparentemente,
0s metanotroficos primeiro ativam, de alguma forma, o CHs, para entdo oxida-lo a CO; pela

reversdo das etapas de metanogénese (MADIGAN et al., 2014).



24

2.3 Abordagens moleculares para estudos em ecologia microbiana

A ecologia microbiana é uma ciéncia que tem como objetivo compreender como as
comunidades microbianas interagem entre si e com 0 ambiente (SANTOS, 2010). Os
principais componentes desta ciéncia sdo a diversidade e a atividade microbiana. Atualmente,
0s estudos em ecologia microbiana permitem responder, por exemplo, quais fatores
influenciam a diversidade e qudo estaveis as comunidades microbianas se apresentam no
ambiente (QUINTAES et al., 2012).

Rosado e Duarte (2002) afirmaram que a diversidade microbiana é tdo vasta quanto
desconhecida. Sabe-se que um pequeno percentual das espécies microbianas do planeta foi
identificado, deixando vasta por¢do dessa biota desconhecida e ndo estudada. A utilizacdo de
metodologias de cultivo impde as populacdes microbianas uma pressao seletiva, impedindo a
detecgdo de muitos microrganismos “ndo cultivaveis”, fazendo com que o estudo da
diversidade associada a determinado ambiente com a utilizagdo de meios de cultivo seletivos
a grupos particulares seja bastante limitado (ZAK et al., 1994; COUTINHO et al., 1999;
SANTOS et al., 2009).

A evolucédo da biologia molecular nas Gltimas décadas propiciou avancos nos estudos
da microbiologia ambiental e da ecologia microbiana. A ecologia microbiana molecular é
baseada na analise de moléculas representativas de organismos (proteinas, enzimas, ou &cidos
nucleicos) ou de processos por eles desencadeados (SANTOS, 2010). A principal razdo para o
uso de técnicas independentes do cultivo esta relacionada a dificuldade para se desenvolverem
meios de cultura adequados que simulem condi¢cdes ideais de crescimento dos
microrganismos de interesse (ERCOLINI, 2004).

Genes especificos frequentemente estdo associados a organismos especificos, que
podem ser utilizados como medida de biodiversidade a partir, por exemplo, da deteccdo desse
gene de interesse em amostras ambientais (MADIGAN et al., 2014). A extracdo de DNA de
amostras ambientais, com posterior amplificacdo e analise do material genético, tem sido uma
alternativa ou complemento ao método classico de cultivo e analises fisiologicas de
microrganismos (ZILLI et al.,, 2003; ERCOLINI, 2004). Os métodos moleculares,
independentes de cultivo, em geral utilizam, como etapa inicial, a amplificacdo de genes
marcadores pela Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR, do inglés Polymerase Chain
Reaction). Apos a extracdo do DNA total de uma dada amostra, 0 material extraido serve
como molde para a reacdo de PCR. A regido a ser amplificada deverd conter sequéncias
conservadas que irdo permitir o pareamento dos iniciadores, e regides variaveis que serao
utilizadas pela filogenia (YE et al., 2012).
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2.3.1 PCR quantitativo em tempo real

Embora a PCR tenha revolucionado a detec¢do de acidos nucleicos, a aplicacdo em
analises quantitativas geralmente ndo € recomendada porque a PCR convencional s6 pode
medir a concentracao final da sequéncia alvo, que é amplificada exponencialmente durante a
PCR. No entanto, a concentracdo final ndo é proporcional & concentracdo inicial do DNA
(ZHANG; FANG, 2006). Contrariamente & PCR convencional, a PCR quantitativa em tempo
real (QPCR) pode monitorar o progresso da amplificacdo do DNA em tempo real e visualizar
a fase de amplificacdo exponencial. Este monitoramento em tempo real, que é a chave para a
quantificacdo absoluta de sequéncias alvo, é conseguida medindo continuamente a
fluorescéncia emitida a medida que as sequéncias-alvo se acumulam. A gPCR tem sido
amplamente utilizada como ferramenta para detectar e quantificar microrganismos de
interesse em estudos de ecologia microbiana (KIM et al., 2013).

Existem varias quimicas de deteccdo disponiveis que envolvem vérias moléculas
fluorescentes, e, embora cada método de deteccdo tenha caracteristicas Unicas em todos 0s
métodos, o nivel de sinal de fluorescéncia reflete a quantidade cumulativa de sequéncias-alvo
(LIM et al., 2011). Entre as varias quimicas de detecgdo, a utilizacdo de SYBR® Green é uma
das mais difundidas. O SYBR® Green se liga entre a fita dupla de DNA e com a excita¢do da
luz emitida pelo sistema Otico do termociclador, emite uma fluorescéncia verde,
possibilitando, ao final de cada ciclo de amplificacéo, a determinacéo relativa ou absoluta do
DNA amplificado.

No inicio da amplificacdo, a reacdo contém o DNA desnaturado, os iniciadores e 0
SYBR® Green. As moléculas ndo-ligadas a0 SYBR® Green apresentam fluorescéncia fraca
produzindo um sinal minimo sendo este subtraido pelo préprio equipamento. Ap6s o
reconhecimento dos iniciadores, algumas moléculas do SYBR® Green podem ligar-se na fita
dupla previamente formada. Durante a polimerizacdo catalisada pela enzima Tag DNA
polimerase, as moléculas do SYBR® Green véo se ligando ao DNA recentemente sintetizado.
Assim, a reagdo é monitorada continuamente e um aumento da fluorescéncia é observado em
tempo real. A detecgdo da fluorescéncia no fim da etapa de extensdo de cada ciclo da PCR
permite monitorar a quantidade crescente de DNA amplificado (VITZTHUM et al., 1999;
NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004).

As vantagens da utilizacdo do SYBR® Green sdo: baixo custo, facilidade no uso e
sensibilidade. A desvantagem € a ligacdo em todo DNA fita dupla que surge durante a reacgéo,
incluindo os dimeros dos iniciadores e outros produtos inespecificos, podendo superestimar a
concentracdo do fragmento alvo (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004).
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A gPCR é altamente sensivel, precisa e permite a anélise de varias amostras e 0 uso de
diferentes genes funcionais simultaneamente num mesmo estudo. Essa técnica & amplamente
utilizada em estudos relacionados ao ciclo do CHs, sendo possivel, por exemplo, correlacionar
a abundéancia dos genes funcionais relacionados a metanogénese e metanotrofia com o fluxo
de CHys e variaveis ambientais (SCAVINO et al., 2013; DOUTERELO et al., 2014; JI et al.,
2015; SAWAKUCHI et al., 2016).

2.3.2 Sequenciamento em larga escala do gene 16S rRNA

Com o desenvolvimento das primeiras metodologias de sequenciamento de DNA e o
sequenciamento do primeiro genoma completo de um microrganismo (SANGER et al., 1977),
um novo momento se iniciou para a microbiologia. Apos a publicacdo do genoma do
PhiX147, Carl Woese, em uma revisdo sobre evolucdo de bactérias, fez uma andlise
minuciosa sobre as caracteristicas evolutivas dos genes ribossomais, evidenciando a
importancia desses genes serem utilizados como um marcador universal para bactérias
(WOESE, 1987).

A identificacdo taxonémica é uma etapa importante para a analise de comunidades
microbianas. A robustez desta técnica depende de uma série de processamentos iniciais,
incluindo a filtragem dos dados brutos, identificacdo de quimeras e remocdo de sequéncias
ndo-bioldgicas (SCHLOSS et al., 2011). Um importante conceito utilizado nas analises de
comunidades microbianas é o agrupamento das sequéncias em Unidades Taxonémicas
Operacionais (OTUs, do inglés Operational Taxonomic Units). Esse conceito foi utilizado
pela primeira vez por Sokal (1963) na area de botanica, porém com o avango dos métodos
moleculares esse conceito também passou a ser utilizado por microbiologistas (MCCAIG et
al., 1999).

Sequéncias multiplas de DNA sdo agrupadas em diferentes OTUs a partir de um nivel
arbitrario de identidade de sequéncias (por exemplo, 97% de identidade representa um mesmo
género, ja 95% de identidade representa uma mesma familia) (SCHLOSS; HANDELSMAN,
2005). A principal vantagem do agrupamento das sequéncias em OTUs é a reducgdo da
demanda computacional para as analises, uma vez que o nimero de sequéncias é reduzido a
partir do momento que se escolhe uma sequéncia representativa de um conjunto de sequéncias
em uma OTU.

Dentre as tecnologias de sequenciamento em larga escala do gene 16S rRNA, a
plataforma Illumina Hiseq 2500 vem sido largamente utilizada em estudos de ecologia

microbiana. A partir da preparacdo de uma biblioteca do gene 16S rRNA, € realizado massivo
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sequenciamento paralelo de milhares de fragmentos de DNA reunidos em clusters (grupos de
sequéncias idénticas). O sequenciamento é realizado pelo método de terminacdo de cadeia
reversivel, ou seja, o nucleotideo terminador ndo interrompe definitivamente a adicdo dos
proximos dNTPs. Apds a emissdo e deteccdo da fluorescéncia correspondente a base
incorporada a fita de DNA, o fluoréforo se desliga do dNTP marcado e os proximos dNTPs
podem ser adicionados a mesma fita nos proximos ciclos de sequenciamento. Esse
sequenciamento base a base proporciona alta acurdcia a técnica, diminuindo
significativamente a taxa de erro do processo (ILLUMINA, 2015).

Recentemente, Narrowe et al. (2017) constataram uma diversidade inexplorada de
argueias em sedimentos de areas alagadas de Ohio (EUA) a partir do sequenciamento de alta-
resolucdo do gene 16S rRNA, correlacionando esses dados com hipdteses sobre 0s processos
que regem os ciclos biogeoquimico, em especial o ciclo do CHa. Esse trabalho evidenciou
ainda mais a importancia do uso do sequenciamento do gene 16S rRNA para estudos em

ecologia microbiana.
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3. HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipotese

O presente trabalho se baseou na hipotese de que o potencial de emissdo e consumo de
CH, em éreas alagaveis da Amazodnia Oriental sofre influéncia das condi¢bes sazonais de seca
e cheia; este potencial esta relacionado com a microbiota presente nos sedimentos, em

especial, as comunidades metanogénicas e metanotroficas.

3.2 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a dindmica dos genes funcionais envolvidos
no ciclo do CHs em épocas contrastantes, ou seja, sob condi¢cdes de alagamento e seca,
correlacionando com o fluxo do gas, variaveis ambientais e perfil taxonémico de Bacteria e
Archaea, em sedimentos de areas alagéaveis e, como comparativo, solo de floresta primaria, da

Amazobnia Oriental.

3.2.1 Objetivos especificos

e Determinacdo da concentragdo de CHs retido no sedimento das areas alagaveis
estudadas, durante a época de cheia;

e Mensuracdo do fluxo de emissdo de CHs nas areas de estudo durante a época seca;

e Quantificacdo dos genes 16S rRNA de Bacteria e Archaea e dos genes funcionais
mcrA e pmoA nas amostras de sedimentos e solo;

e Determinacdo de estimativas de riqueza e medidas de diversidade e do perfil
taxonémico das comunidades de Bacteria e Archaea nas areas de estudo a partir do

sequenciamento em larga escala dos genes 16S rRNA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Areas de estudo

As areas de estudo estdo localizadas na regido centro-oeste do Pard, nos municipios de
Santarém e Belterra. O clima regional é classificado como Am (K&ppen), tropical tmido com
diferenga de temperatura anual inferior a 5 °C e regime pluviométrico com estacdo seca, mas
com precipitacdo total acima de 2.500 mm anuais (ALVARES et al., 2013), onde 70% da
precipitacdo anual é concentrada no periodo de dezembro a junho. Foram selecionadas trés
areas alagaveis, cada uma delas com diferentes caracteristicas quanto a procedéncia da agua
que corre em seus leitos e quanto a vegetacdo que compde as florestas do entorno e uma érea

de floresta primaéria (Figura 3).

Figura 3 - Localizacdo das areas de estudo
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Fonte: Retirado do Google Maps.

O igarapé Jamaraqué (S2 49.077 W55 02.077), localizado na Floresta Nacional do
Tapajos, é circundado em toda sua extensdo por floresta primaria (plantas C3 em sua maioria)
(Figura 4). Quando encontra o rio Tapajés, as aguas do igarapé Jamaraquéa sao represadas na
foz deste curso d’agua. Nesta area o leito do igarapé € apenas circundado pela floresta, mas
ndo encoberto por ela como acontece nas nascentes, possibilitando a entrada de luz e
consequente crescimento de uma diversidade de plantas aquéticas de ciclo C3, principalmente
do género Utricularia, que cobrem todo o fundo do curso d’agua. A vegetacdo presente na
bacia de drenagem do igarapé Jamaraqua € exuberante e sem sinais de perturbacdo antropica.
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Dentre as areas amostradas, o igarapé Jamaraqud € o que se mantém sob condi¢Bes de
alagamento por mais tempo durante o ano (MOURA, 2005).

Figura 4 - Igarapé Jamaraqua

Igarapé Jamaraqua em (a) maio/2016 e (b) outubro/2016.

O igarapé Maica (S2 28.186 W54 38.831) ¢ um afluente do rio Amazonas e é
circundado por vegetacdo caracteristica de varzea (Figura 5). Em seu leito correm &guas
brancas ricas em sedimento em suspenséo e nutrientes dissolvidos devido ao intemperismo
das rochas andinas (JUNK et al., 2011). Nesse igarapé ocorre durante a fase de cheia o
crescimento de capim (planta C4) do género Paspalum sp, popularmente conhecido como
“premembeca” (MOURA, 2005).

Figura 5 - Igarapé Maicéa

N

Iarape Maié em (a) ma|0/206 (b) tubro/2.
O igarapé Agu (S2 22.747 W54 44.352), por ser um canal que liga o rio Tapajés ao rio
Amazonas, sofre, no periodo de cheia, influéncia das dguas de ambos os rios. Diferentemente

das demais areas alagaveis utilizadas nesse estudo, onde ocorre o crescimento de uma

vegetacdo especifica (plantas C4 no igarapé Maica e plantas aquaticas C3 no igarapé
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Jamaraqud), ocorre no igarapé Acu o crescimento de ambos os tipos de vegetacdo (MOURA,
2005) (Figura 6).

Figura 6 - Igarapé Agu

Igarapé (;u em (a) maio/20 ) tro/6.

Tanto no igarapé Maica como no Acu, 0s moradores locais promovem a pecuaria de
subsisténcia. Assim, o capim que cresce nesses igarapes € forrageado pelo gado solto nos
arredores. E importante ressaltar que essas duas areas ndo tém bacias de drenagem bem
delimitadas e ndo apresentam nascentes definidas onde aflora dgua subterranea. Em ambos os
casos, a formacdo dos igarapés ocorre em funcdo do preenchimento das depressdes do terreno
pelas &guas dos rios Amazonas e Tapajos formando cursos d’agua secundarios (MOURA,
2005).

A érea de floresta primaria (S2 51.326 W54 57.501) escolhida para o presente estudo
esta localizada no quildmetro 67 da Floresta Nacional do Tapajos, importante unidade de
conservacao da natureza e cobertura florestal fortemente preservada, localizada as margens do

Rio Tapajos, na Bacia Amazénica (Figura 7).

Figura 7 - Floresta primaria

Visdo de cima (45 metros de altura) da Floresta Primaria em (a) maio/2016 e (b) outubro/2016.
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4.2 Amostragens

Foram realizadas amostragens de sedimentos, solo e gases em duas épocas, maio e
outubro de 2016, consideradas “seca de aguas altas”, onde o rio alcanca seu maximo caudal
devido as chuvas registradas em meses anteriores ¢ “seca de aguas baixas”, onde as aguas
atingem seu nivel minimo, respectivamente, devido ao regime de chuvas e nivel da dgua nas
areas alagaveis amostradas (Grafico 1). Por convencdo, ao longo do trabalho essas épocas
contrastantes foram citadas como “cheia” e “seca”.

Gréfico 1 - Precipitacdo total acumulada e temperatura compensada média mensais durante o
ano de 2016.
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As setas indicam os meses em que foram realizadas as amostragens. Dados obtidos no site do Instituto Nacional
de Meteorologia (INMET), referentes a Estacdo 82246 (Belterra, PA)

4.2.1 Coleta e processamento amostras de sedimentos e solo

Na area de floresta primaria, a amostragem foi realizada num transecto de quatro
pontos, onde a camada de serapilheira foi retirada e o solo coletado na camada entre 0 a 10 cm
de profundidade. O solo de cada ponto foi homogeneizado, armazenado em um tubo do tipo
Falcon de 50 mL e congelado a -20 °C para melhor conservacdo do material visando a
extragdo de DNA. O restante do solo foi armazenado em cémara fria a 4 °C, para analises
fisico-quimicas. Imediatamente ap6s a coleta do solo, foram registradas a temperatura e
umidade do solo, além da umidade do ar.
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Na época cheia, a coleta de sedimento nas &reas alagaveis foi realizada em quatro
pontos por &rea, em profundidades entre 0,5 e 3 m, dependendo do nivel da 4gua. Para a
determinacdo da temperatura, oxigénio dissolvido e pH na interface agua sedimento foi
utilizada a sonda YSI Professional Plus Instrument (Pro Plus). Tubos de PVC de 50x5 cm
foram inseridos no sedimento até uma profundidade de 10 cm. Tanto as extremidades superior
e inferior foram fechadas e os tubos mantidos na vertical. Em seguida, o sedimento de cada
ponto foi retirado do tubo de PVC, homogeneizado, armazenado em tubo Falcon de 15 mL e
imediatamente congelados a -20 °C, para melhor conservacdo do material visando a extracéo
de DNA. O restante do sedimento foi armazenado em camara fria a 4 °C, para analises fisico-
quimicas.

Na época seca, a amostragem de sedimento nas areas alagaveis foi realizada seguindo

dos mesmos critérios da area de floresta.

4.2.1.1 Anélise fisico-quimica das amostras de sedimentos e solo

Cerca de 600 g de sedimento solo de cada ponto coletado nas areas alagaveis e floresta
primaria foi enviada para o Laboratério de Analises Quimicas do Departamento de Ciéncia do
Solo da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ/USP), para a analise das
suas propriedades fisico-quimicas.

No laboratério, foi realizada a anélise quimica para fins de avaliacdo da fertilidade do
solo, que consistiu na determinacdo do pH em CaCly; fosforo, potassio, calcio e magnésio,
pela extracdo em resina trocadora de ions; aluminio pela extracdo de cloreto de cotéssio
1 mol/L; acidez potencial acidez potencial estimada pelo pH SMP; matéria organica (g/Kg)
pelo método de dicromato/titulométrico; boro pela extracdo com agua quente; cobre, ferro,
manganés e zinco extraidos pelo extrator DTPA-TEA (pH 7,3); e dos calculos SB (soma de
bases), CTC (capacidade de troca de cétions), V% (saturacdo por bases) e m% (saturacdo em
aluminio). Na época seca, também foi realizada a anélise fisica das amostras, que consiste na

determinacéo do conteudo de areia, por pesagem; silte e argila, pelo uso do densimetro.

4.2.1.2 Determinacgdo da umidade das amostras de sedimentos e solo

A umidade das amostras de solo e sedimentos foi determinada em triplicata para cada
amostra de solo imediatamente a coleta e transporte dos solos das areas de estudo. Para cada
ponto, cada placa de Petri foi pesada, adicionada de 5 g de solo, pesada novamente e colocada
em estufa pré-aquecida a 105 °C. Cada placa foi pesada apds 24, 48, 72 e 96 horas. Apos o

peso do solo de cada placa se estabilizar, a mesma foi novamente pesada. O teor de matéria
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seca foi calculado pela formula: (Porcentagem de matéria seca) = (Massa de solo seco/Massa
de solo umido) x 100%. A partir do resultado, a umidade foi calculada pela férmula:

(Porcentagem de umidade) = 100 - (Porcentagem de matéria seca).

4.2.2 Coletas do gas metano (CHa)

Na época cheia, ap6s a amostragem de sedimento em cada ponto, a coleta do gas
metano (CHa) foi realizada a partir da agitagdo do sedimento, provocando o desprendimento
dos gases na forma de bolhas, que foram coletadas em um funil plastico evitando qualquer
contato com o ar atmosférico (Figura 8a). Aproximadamente 30 mL de gas foram retirados
por meio de uma seringa conectada ao funil. As amostras foram injetadas em frascos de vidro
e fechadas com tampas de borracha ainda no meio aquético, para evitar contaminacgéo pelo ar
atmosférico.

Ja na época seca, em cada ponto de amostragem de sedimento e solo de floresta, foram
instaladas cAmaras compostas de base fixa e tampa para a coleta do gas metano (CHa) (Figura
8b). A coleta do gas acumulado no interior das camaras foi realizada anteriormente a coleta de

solo por 30 minutos (0, 10, 20 e 30 minutos) ap6s o fechamento das tampas.

Figura 8 - Métodos de amostragem de CH4

Coleta do gas metano, (a) amostragem de bolhas de géas retidas nos sedimentos durante a época cheia e (b) coleta
do gas metano para determinacdo do fluxo do gas durante a época seca.

Os conjuntos de amostras de gases foram analisadas quanto a concentracdo de CH4 por
cromatografia gasosa no cromatografo SRI 8610C (Torrance, CA, EUA). Os resultados dos
fluxos do gas CH4 durante a época seca foram calculados pela alteragdo da concentragdo do
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gés no interior das camaras de acordo com o tempo incubado, o que foi realizado pela analise
das amostras dos diferentes tempos ap6s o fechamento da tampa.

4.3 Extracdo de DNA de sedimentos e solo

O DNA total do solo e sedimentos foram extraidos em duplicata com o PowerLyzer
PowerSoil DNA Isolation Kit (MoBIO Laboratories Inc., Carlsbad, CA, USA), de acordo
com o protocolo fornecido pelo fabricante. Contudo, algumas etapas foram alteradas para se
obter maior quantidade e melhor qualidade das amostras de DNA extraidas. Para isso, foram
adicionadas 0,25 g do solo ou sedimento de cada amostra em tubos de 2 mL (Glass Bead
Tubes) com microesferas de vidro de 0,1 mm. Em cada tubo, foram adicionados 750 puL da
solucdo Bead Solution. Os tubos foram agitados fracamente no vortex. A seguir, foram
acrescentados 60 puL da Solugdo C1 em cada tubo. Os tubos foram agitados rapidamente no
vortex, agitados na velocidade méaxima por 15 minutos no Vortex-Genie 2 (MoBIO
Laboratories Inc., Carlsbad, CA, USA) e centrifugados a 10.000 x g por 3 minutos. O
sobrenadante de cada tubo foi transferido para um tubo de 1,5 mL (Collection Tube), ao qual
foram adicionados 250 pL da Solugdo C2. Os tubos foram agitados no vortex por 5 segundos,
incubados em mini cooler a -20 °C por 5 minutos e centrifugados a 10.000 x g por 1 minuto.
Foram transferidos 600 pL. do sobrenadante de cada amostra para outro tubo e adicionados
200 pL da Solugdo C3. Os tubos foram agitados no voértex, incubados em mini cooler a -20 °C
por 5 minutos e centrifugados a 10.000 x g por 1 minuto. Depois, foram transferidos 750 pL
do sobrenadante de cada amostra para outro tubo e adicionados 1200 pL da Solugao C4. Os
tubos foram agitados no vortex por 5 segundos. Foram transferidos 675 pL do sobrenadante
de cada tubo para uma coluna com filtro (Spin Filter), inserida em outro tubo. Os tubos foram
centrifugados a 10.000 x g por 1 minuto e o liquido de cada tubo foi descartado. Mais 675 puL
do sobrenadante de cada tubo foram transferidos para a mesma coluna utilizada
anteriormente. Os tubos foram centrifugados a 10.000 x g por 1 minuto e o liquido restante de
cada tubo foi descartado. O procedimento foi repetido novamente até o término do
sobrenadante de cada tubo. Apds essa etapa, foram adicionados 500 pL da Solugdo C5 em
cada tubo. Os tubos foram centrifugados a 10.000 x g por 30 segundos e 0 sobrenadante foi
descartado. Os tubos foram novamente centrifugados a 10.000 x g por 1 minuto. Cada coluna
foi transferida para um novo tubo, no qual foram adicionados 100 puL da Solucao C6. Por fim,
0s tubos foram centrifugados a 10.000 x g por 30 segundos.

A quantidade e qualidade das amostras de DNA foram analisadas em

espectrofotdbmetro Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA)
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com densidade o6tica de 260 nm, assim como conferidas em gel de agarose 1%, corado com
GelRed™ (Biotium, Fremont, CA, USA), em TSB (do inglés Sodium Borate Buffer)
(BRODY; KERN, 2004). O gel foi submetido a um campo elétrico de 100 V por
aproximadamente 30 minutos e posteriormente foto-documentado. O DNA total extraido das

amostras foi armazenado em freezer a -20 °C.

4.4 PCR quantitativo em tempo real

A técnica de PCR quantitativo em tempo-real foi utilizada para quantificar as
comunidades de Archaea e Bacteria e 0s genes associados ao ciclo do CHs, mcrA e pmoA
(Tabela 2) a partir das amostras de DNA total, na qual foi utilizada curva-padrdo de

amplificacdo como referéncia.

Tabela 2 - Sequéncias e referéncias dos primers dos genes mcrA, pmoA, 16S rRNA Bacteria e
16S rRNA Archaea utilizados neste estudo.

Gene Primer Sequéncia (5'-3") Referéncia
mla GGTGGTGTMGGDTTCACMCARTA .
merA mcrA-rev | CGTTCATBGCGTAGTTVGGRTAGT | StMPperd & Regan (2008)
omoA A189f GGNGACTGGGACTTCTGG Holmes et al. (1995)
MB661r CCGGMGCAACGTCYTTAAC Costello e Lidstrom (1999)
165 Bacteria 926f AACTCAAAGGAATTGACGG Lane (1991)
1062r CTCACRRCACGAGCTGAC Allen (2005)
16 Archaea ARC787F ATTAGATACCCSBGTAGTCC Yu et al. (2005)
ARC1059 GCCATGCACCWCCTCT

4.4.1 Gene mcrA

A curva-padrédo do gene foi feita a partir do DNA isolado de Methanolinea mesophila
(DSMZ 23604), proveniente do depdsito de culturas German Collection of Microorganisms
and Cell Cultures (DSMZ, do alemédo Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen). A reacdo de amplificacdo foi preparada contendo 2,5 uL de 10X PCR Buffer
(Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA); 2,0 uL. de MgCl; a 50 mM (Thermo
Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA); 0,25 uL de dNTP; 0,25 uL de BSA (do inglés
bovine serum albumin) 1% (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA); 1 uL de
cada primer a 5 pmol (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA); 0,15 pL de
Platinum Taq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA); 1 uL
de DNA do isolado e H20 ultrapura para completar 25 pL. O programa utilizado no
termociclador foi de 95 °C por 4 minutos; 40 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 60 °C por 45



37

segundos, 72 °C por 30 segundos; e 72 °C por 10 minutos. O produto de PCR foi conferido
em gel de agarose 1%, corado com GelRed™ (Biotium, Fremont, CA, USA), em TSB
(BRODY; KERN, 2004). O gel foi submetido a um campo elétrico de 100 V por
aproximadamente 45 minutos e posteriormente foto-documentado.

O produto foi purificado com o uso do GFX PCR DNA and Gel Band Kit (GE
Healthcare, Chicago, IL, USA). Para isso, foram adicionados 100 pL da solugdo Capture
Buffer Type 3 para cada 20 pL de produto. Cada mistura foi homogeneizada e carregada em
uma coluna GFX com filtro, presente dentro de um tubo de 2 mL (Collection Tube). Os tubos
foram centrifugados a 16.000 x g por 30 segundos na centrifuga. Em cada tubo, foi descartado
o filtrado resultante e adicionados 500 pL da solugdo Wash Buffer Type 1. Os tubos foram
centrifugados duas vezes a 16.000 x g por 30 segundos. A coluna de cada amostra foi
transferida para outro tubo de 1,5 mL, no qual foram adicionados 20 uL da solugdo Elution
Buffer Type 4. Depois, 0s tubos foram incubados por 1 minuto na temperatura ambiente e
centrifugados a 16.000 x g por 1 minuto. O produto foi quantificado em espectrofotdmetro
Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA) com densidade 6tica
adotada de 260 nm. A partir do produto, foi desenvolvida curva-padréo seriada com 10 a 10!
copias do gene.

O gene foi quantificado em triplicata para cada amostra pela técnica de PCR
quantitativo em tempo-real no StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster, CA, USA). O gPCR foi realizado contendo 5 pl do SYBR Green ROX qPCR Master
Mix (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA), 1 ul de cada primer a 5 pmoL
(Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA), 0,2 ul de BSA a 20 mg/mL, 1 ng de
DNA e H;O ultrapura para completar 10 uL. O programa utilizado no termociclador foi de 95
°C por 10 minutos; 45 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 60 °C por 45 segundos, 72 °C por 30
segundos. Ao final, foi incluida uma curva de melting com 95 °C por 15 segundos, 60 °C por

1 minuto e 95 °C por 15 segundos com leitura de dados a cada 0,5 °C.

4.4.2 Gene pmoA

A curva-padrdo do gene foi feita a partir do DNA isolado de Methylosinus sporium
(DSMZ 17706), proveniente do deposito de culturas German Collection of Microorganisms
and Cell Cultures (DSMZ, do alemdo Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen). A reacdo de amplificacdo foi preparada contendo 2,5 pL de 10X PCR Buffer
(Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA); 1,5 uL de MgCl> a 50 mM (Thermo
Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA); 0,25 puL de dNTP; 0,25 pL de BSA 1%
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(Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA); 1 uL de cada primer a 5 pmol
(Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA); 0,2 puL de Platinum Taq DNA
Polymerase (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA); 1 uL. de DNA do isolado
e H20 ultrapura para completar 25 uL. O programa utilizado no termociclador foi de 95 °C
por 4 minutos; 40 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 58 °C por 45 segundos, 72 °C por
45 segundos; e 72 °C por 10 minutos. O produto de PCR foi conferido em gel de agarose 1%,
corado com GelRed™ (Biotium, Fremont, CA, USA), em TSB (BRODY; KERN, 2004). O
gel foi submetido a um campo elétrico de 100 V por aproximadamente 45 minutos e
posteriormente foto-documentado.

O produto foi purificado com o uso do GFX PCR DNA and Gel Band Kit (GE
Healthcare, Chicago, IL, USA). Para isso, foram adicionados 100 pL da solugdo Capture
Buffer Type 3 para cada 20 uL de produto. Cada mistura foi homogeneizada e carregada em
uma coluna GFX com filtro, presente dentro de um tubo de 2 mL (Collection Tube). Os tubos
foram centrifugados a 16.000 x g por 30 segundos na centrifuga. Em cada tubo, foi descartado
o filtrado resultante e adicionados 500 uL da solugdo Wash Buffer Type 1. Os tubos foram
centrifugados duas vezes a 16.000 x g por 30 segundos. A coluna de cada amostra foi
transferida para outro tubo de 1,5 mL, no qual foram adicionados 20 uL da solugdo Elution
Buffer Type 4. Depois, os tubos foram incubados por 1 minuto na temperatura ambiente e
centrifugados a 16.000 x g por 1 minuto. O produto foi quantificado em espectrofotdmetro
Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA) com densidade ética
adotada de 260 nm. A partir do produto, foi desenvolvida curva-padrdo seriada com 107 a 10!
cOpias do gene.

O gene foi quantificado em triplicata para cada amostra pela técnica de PCR
quantitativo em tempo-real no StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster, CA, USA). O gqPCR foi realizado contendo 5 pl do SYBR Green ROX qPCR Master
Mix (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA), 1 ul de cada primer a 5 pmoL
(Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA), 0,2 ul de BSA a 20 mg/mL,
1 ng de DNA e H20 ultrapura para completar 10 pL. O programa utilizado no termociclador
foi de 95 °C por 10 minutos; 45 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 58 °C por 30 segundos,
72 °C por 45 segundos. Ao final, foi incluida uma curva de melting com 95 °C por
15 segundos, 58 °C por 1 minuto e 95 °C por 15 segundos com leitura de dados a cada 0,5 °C.
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4.4.3 Gene 16S rRNA Bacteria

A curva-padrdo do gene foi feita a partir do DNA isolado de Gordonia sp. (DSMZ
11192), proveniente do depdsito de culturas German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures (DSMZ, do alemdo Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen). A
reacdo de amplificacdo foi preparada contendo 3,5 uL de 10X PCR Buffer (Thermo Fisher
Scientific Inc., Wilmington, DE, USA); 1,05 pL de MgCl, a 50 mM (Thermo Fisher
Scientific Inc., Wilmington, DE, USA); 0,35 uL de dNTP; 1,4 uL de cada primer a 5 pmol
(Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA); 0,3 uL de Platinum Taq DNA
Polymerase (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA); 1 uL de DNA do isolado
e H20 ultrapura para completar 35 pL. O programa utilizado no termociclador foi de 95 °C
por 15 minutos; 40 ciclos de 95 °C por 45 segundos, 59 °C por 15 segundos, 72 °C por 20
segundos; e 72 °C por 5 minutos. O produto de PCR foi conferido em gel de agarose 1%,
corado com GelRed™ (Biotium, Fremont, CA, USA), em TSB (BRODY; KERN, 2004). O
gel foi submetido a um campo elétrico de 100 V por aproximadamente 45 minutos e
posteriormente foto-documentado.

O produto foi purificado com o uso do GFX PCR DNA and Gel Band Kit (GE
Healthcare, Chicago, IL, USA). Para isso, foram adicionados 100 pL da solu¢do Capture
Buffer Type 3 para cada 20 pL de produto. Cada mistura foi homogeneizada e carregada em
uma coluna GFX com filtro, presente dentro de um tubo de 2 mL (Collection Tube). Os tubos
foram centrifugados a 16.000 x g por 30 segundos na centrifuga. Em cada tubo, foi descartado
o filtrado resultante e adicionados 500 pL da solugdo Wash Buffer Type 1. Os tubos foram
centrifugados duas vezes a 16.000 x g por 30 segundos. A coluna de cada amostra foi
transferida para outro tubo de 1,5 mL, no qual foram adicionados 20 uL da solugdo Elution
Buffer Type 4. Depois, os tubos foram incubados por 1 minuto na temperatura ambiente e
centrifugados a 16.000 x g por 1 minuto. O produto foi quantificado em espectrofotdmetro
Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA) com densidade ética
adotada de 260 nm. A partir do produto, foi desenvolvida curva-padrio seriada com 10° a 10°
copias do gene.

O gene foi quantificado em triplicata para cada amostra pela técnica de PCR
quantitativo em tempo-real no StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster, CA, USA). O gPCR foi realizado contendo 5 pl do SYBR Green ROX qPCR Master
Mix (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA), 1 ul de cada primer a 5 pmoL
(Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA), 0,2 ul de BSA a 20 mg/mL,

1 ng de DNA e H20 ultrapura para completar 10 puL. O programa utilizado no termociclador
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foi de 95 °C por 15 minutos; 40 ciclos de 95 °C por 45 segundos, 60 °C por 15 segundos,
72 °C por 20 segundos. Ao final, foi incluida uma curva de melting com 95 °C por

15 segundos, 60 °C por 1 minuto e 95 °C por 15 segundos com leitura de dados a cada 0,7 °C.

4.4.4 Gene 16S rRNA Archaea

A curva-padrao do gene foi feita a partir do DNA isolado de Methanolinea mesophila
(DSMZ 23604), proveniente do deposito de culturas German Collection of Microorganisms
and Cell Cultures (DSMZ, do alemdo Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen). A reacdo de amplificacdo foi preparada contendo 3,5 puL de 10X PCR Buffer
(Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA); 1,05 uL de MgCl2 a 50 mM (Thermo
Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA); 0,45 puL de dNTP; 0,60 uL de BSA 1%
(Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA); 1,40 uL de cada primer a 5 pmol
(Thermo Scientific); 0,30 puL de Platinum Taq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific
Inc., Wilmington, DE, USA); 1 fuL. de DNA do isolado e H20 ultrapura para completar 35
uL. O programa utilizado no termociclador foi de 95 °C por 10 minutos; 45 ciclos de 95 °C
por 45 segundos, 57 °C por 45 segundos, 72 °C por 45 segundos; e 72 °C por 10 minutos. O
produto de PCR foi conferido em gel de agarose 1%, corado com GelRed™ (Biotium,
Fremont, CA, USA), em TSB (BRODY; KERN, 2004). O gel foi submetido a um campo
elétrico de 100 V por aproximadamente 45 minutos e posteriormente foto-documentado.

O produto foi purificado com o uso do GFX PCR DNA and Gel Band Kit (GE
Healthcare, Chicago, IL, USA). Para isso, foram adicionados 100 uL da solugdo Capture
Buffer Type 3 para cada 20 puL de produto. Cada mistura foi homogeneizada ¢ carregada em
uma coluna GFX com filtro, presente dentro de um tubo de 2 mL (Collection Tube). Os tubos
foram centrifugados a 16.000 x g por 30 segundos na centrifuga. Em cada tubo, foi descartado
o filtrado resultante ¢ adicionados 500 pL da solugdo Wash Buffer Type 1. Os tubos foram
centrifugados duas vezes a 16.000 x g por 30 segundos. A coluna de cada amostra foi
transferida para outro tubo de 1,5 mL, no qual foram adicionados 20 uL da solugdo Elution
Buffer Type 4. Depois, os tubos foram incubados por 1 minuto na temperatura ambiente e
centrifugados a 16.000 x g por 1 minuto. O produto foi quantificado em espectrofotémetro
Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA) com densidade ética
adotada de 260 nm. A partir do produto, foi desenvolvida curva-padréo seriada com 107 a 10*
cdpias do gene.

O gene foi quantificado em triplicata para cada amostra pela técnica de PCR
quantitativo em tempo-real no StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
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Foster, CA, USA). O gPCR foi realizado contendo 5 pl do SYBR Green ROX qPCR Master
Mix (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA), 1 ul de cada primer a 5 pmoL
(Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA), 0,2 ul de BSAa 20 mg/mL,
1 ng de DNA e H20 ultrapura para completar 10 puL. O programa utilizado no termociclador
foi de 95 °C por 10 minutos; 45 ciclos de 95 °C por 45 segundos, 57 °C por 45 segundos,
72 °C por 45 segundos. Ao final, foi incluida uma curva de melting com 95 °C por

15 segundos, 60 °C por 1 minuto e 95 °C por 15 segundos com leitura de dados a cada 0,5 °C.

4.5 Sequenciamento em larga escala dos genes 16S rRNA de Bacteria e Archaea

O sequenciamento em larga escala foi realizado na Novogene Bioinformatics
Technology (Beijing, China), a partir de amostras de DNA de trés pontos por area das duas
épocas de amostragem. As amplificacdes por PCR foram realizadas com o conjunto de
primers 515f/806r (CAPORASO et al., 2011) e 519f/915r (KLINDWORTH et al., 2012;
STAHL; AMMAN, 1991), que amplificam a regido V4 do gene 16S rRNA de Bacteria e
Archaea, respectivamente, e o sequenciamento foi realizado na plataforma Illumina Hiseq
2500, no modo paired-end 250pb.

4.6 Analises dos dados

Os dados fisico-quimicos obtidos entre as diferentes areas e diferentes épocas de
amostragem foram testados quanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e sua
homogeneidade de variancias no software SigmaPlot (San Jose, CA, USA). Uma vez que 0s
dados seguiram os pressupostos dos testes ndo-paramétricos, foi realizado o teste de Kruskal-
Wallis a 5% de significncia na ferramenta estatistica ActionStat (S&o Carlos, SP, BR).

Os dados relativos a concentracdo de CHs nas bolhas de gés retidas nos sedimentos e
fluxo de CH4 em cémaras de géas foram testados quanto a sua normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk e sua homogeneidade de variancias no software SigmaPlot (San Jose, CA,
USA). Uma vez que os dados seguiram 0s pressupostos dos testes ndo-paramétricos, foi
realizado o teste de Kruskal-Wallis a 5% de significancia na ferramenta estatistica ActionStat
(Séo Carlos, SP, BR).

Os dados de oxigénio dissolvido e temperatura do sedimento relativos a amostragem
da época cheia e temperatura ambiente, temperatura do sedimento/solo e umidade do
sedimento/solo relativos a amostragem da época seca foram testados quanto a sua
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e sua homogeneidade de variancias no software

SigmaPlot (San Jose, CA, USA). Uma vez que os dados seguiram 0s pressupostos dos testes
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paramétricos, foi realizado o teste de Tukey a 5% de significancia na ferramenta estatistica
ActionStat (Séo Carlos, SP, BR).

Os dados obtidos por meio da técnica de gPCR foram analisados no programa
StepOne Software v2.3 (Applied Biosystems, Foster, CA, USA) quanto a sua especificidade e
eficiéncia. Os dados de abundancia de cada amostra foram transformados em nimero de
copias por nanograma de DNA. Os dados foram testados quanto a sua normalidade pelo teste
de Shapiro-Wilk e sua homogeneidade de variancias no software SigmaPlot (San Jose, CA,
USA). Uma vez que os dados seguiram 0s pressupostos dos testes ndo-paramétricos, foi
realizado o teste de Kruskal-Wallis a 5% de significancia na ferramenta estatistica ActionStat
(Séo Carlos, SP, BR). As correlacdes entre os dados foram realizadas a partir do teste de
Spearman, no software SigmaPlot (San Jose, CA, USA).

O processamento computacional dos dados de sequenciamento de amplicon foi
realizado a partir do protocolo de bioinformética disponivel na plataforma BMPOS (PYLRO
et al., 2016). As sequéncias forward e reverse foram unidas utilizando o software FLASH
(http://ccb.jhu.edu/software/FLASH). As sequéncias de baixa qualidade foram removidas a
partir de um critério de phred score menor que 20 e tamanho menor que 200 bp. Na
identificacdo e quantificacdo de OTUs foi utilizando o software UPARSE (EDGAR, 2013). A
identificagcdo taxondmica foi realizada no software RDP-classifier (WANG et al., 2007),
utilizando o banco de dados SILVA (versdao 128). A diversidade e riqueza de UTOs foi
realizada a partir do pacote vegan, disponivel na plataforma R (IXON, 2003)

A visualizacdo para analise exploratéria de dados foi realizada nos softwares
SigmaPlot, STAMP e ggplot2.
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5.1. Propriedades fisico-quimicas dos sedimentos e solo
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Os resultados das analises estatisticas revelaram uma série de diferencas entre o0s

sedimentos e solo de floresta do presente estudo, indicando diferentes padrdes quimicos

durante os dois periodos amostrados, como pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3 - Pardmetros quimicos dos sedimentos e solo nas duas épocas de amostragem.

parametrol Unidade Jamarz_aqué Mai(?é AQL—J Flore_sta
Cheia Cheia Cheia Cheia
pH - 6,78 * 0,15aA 640 * O015bA | 623 + 013cA 355 = 0,06dA
MO g.dm:3 2550 + 1877abA | 1525 + 6,85bcA | 825 + 206cA | 4425 + 050aA
N mg.kg-t |1134,00 + 1002,62 bA|1510,25 + 155,83 bA [1389,50 + 235,97 bA |3200,75 + 345,65aA
P mg.dm-3 450 + 191bA 1225 + 222aA | 1275 £ 506aA 650 + 0,58bB
S mg.dm-3 | 1900 + 2255aA | 1650 + 14,64aA | 1325 + 10,05aA | 650 =+ 1,29aB
K mmolc.dm-3[ 0,20 + 0,14dA 115 + 0,69bA 205 = 017aA 053 + 0,10cB
Ca mmolc.dm-3| 300 =+ 0,00bA 500 = 0,00aA 575 = 126aA 350 + 058bA
Mg mmolc.dm-3[ 1,00 + 0,00cA 300 * O000bA | 500 =+ 141aA 275 * 096bA
Al mmolc.dm-3| 10,25 + 1040cA | 3150 + 1041aA | 1550 = 173bcA | 21,25 % 1,71abA
H+AI mmolc.dm-3| 4875 + 3572cA |112,75 + 1571bA | 7250 + 17,00cA | 13850 = 1340aA
SB mmolc.dm-3[ 168 + 115dA 915 + 069bB | 1280 + 251aA 653 = 188cA
CTC mmolc.dm-3| 50,43 + 36,80cA | 12190 = 1516bA | 8530 =+ 19,18cA | 14503 + 1346dA
\Y % 350 + 129cB 750 + 129bB | 1500 + 1,83aA 450 + 129cA
m % 8050 + 1028aA | 7625 + 6,99aA | 5500 * 337bA | 7675 * 525aA
B mg.dm-3 030 + 004cA 046 + O014bA [ 023 + 001dA 069 + 004aA
Cu mg.dm-3 023 + 005cA 363 * 028aA | 360 + 113aA 040 * 014bA
Fe mg.dm-3 96,50 + 48,73cA |[15050 + 22,10abA| 11950 + 7,77bcA | 17750 = 55,29aA
Mn mg.dm-3 060 + 029cA | 6938 + 1027aA | 9528 =+ 64,77aA | 395 =+ O0,79bA
Zn mg.dm-3 023 + 0J10cA 540 * 073aA | 295 + 099bA 030 * 0,08cA
Parametro| Unidade Seca Seca Seca Seca
pH - 440 + 022aB 380 + 000bB [ 370 + 0,08cB 325 + 0,17dB
MO g.dm-3 500 += 200cB 10,75 + 320bA | 1650 + 19,74bA | 37,75 %= 12,95aA
N mg.kg-! | 29575 = 70,32cB |140525 + 54,03bA [1617,00 + 1162,80 bA [2626,75 + 724,91 aA
P mg.dm-3 275 + 126cA | 1400 + 216aA | 1325 + 359aA 850 = 129bA
S mg.dm-3 1250 + 7,33aA 1050 + 238aA | 1550 + 751aA 17,75 = 457aA
K mmolc.dm-3| 0,13 + 0,05cA 175 + 03laA | 1,75 + 0,70aA 085 + 0,06bA
Ca mmolc.dm-3| 425 + 189cA | 1050 + 191aB | 650 =+ 265aA 325 + 050bA
Mg mmolc.dm-3[ 1,00 + 0,00bA 350 = 058aA 6,00 = 216aA 150 =+ O0,58bA
Al mmolc.dm-3| 275 + 126cA | 2750 * 191aA | 2425 + 1515abA | 1425 + 350hbB
H+Al mmolc.dm-3| 1500 + 245bB 7750 £ 22,78aA | 91,25 + 4377aA | 10575 % 41,68aA
SB mmolc.dm-3| 438 + 268bA 1575 + 220aA | 1425 + 515aA 510 + 176bA
CTC |mmolc.dm-| 1938 + 389bA | 9325 + 2419aA | 10550 + 38,81aA | 110,85 + 40,12aA
Vv % 2150 + 943aA 17,75 + 340aA | 1625 + 1044abA | 550 =+ 265bA
m % 4200 + 219¢cB | 6375 + 320bB | 60,25 + 1650bA | 7350 + 9,04aA
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B mg.dm-3 020 + 0,00bB 023 + 005bB | 030 = 022bA 055 =+ 021aA
Cu mg.dm-3 010 + 0,00dB 315 + 017aB | 225 + 111bA 028 =+ O005cA
Fe mg.dm-2 [ 12475 + 6155bA | 254,00 + 7851aA | 10500 + 4955bA [ 178,75 + 54,24 abA
Mn mg.dm-3 030 + 000cB | 2903 + 528aB | 8198 * 5387aA | 198 = 0,72bB
Zn mg.dm-3 010 =+ 0,00bB 453 + 084aA [ 260 + 196aA 015 =+ 006bB

Em cada linha, os resultados apresentados correspondem as médias e aos desvios dos parametros analisados para
cada area de estudo. Letras minlsculas representam a comparagdo entre as areas no mesmo periodo de
amostragem e letras maitsculas representam a comparagdo dos periodos de amostragem em cada area. Médias
seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Kruskal Wallis, a 5% de probabilidade.

A caracterizagdo quimica das &reas alagaveis foi de acordo com o que se encontra na
literatura. As areas alagaveis do rio Tapajos sdo caracterizadas por apresentar fertilidade baixa
a intermediaria e, em contrapartida, as areas alagaveis do rio Amazonas sdo consideradas
férteis (JUNK et al., 2011). O igarapé Jamaraqua apresentou baixos teores de nutrientes, ja
tendo sido relatado como quimicamente pobre por Silver et al. (2000). Os igarapés Maica e
Acu apresentaram maiores teores de nutrientes quando comparados ao lgarapé Jamaraqué na
maioria dos padrfes avaliados, inclusive nos teores potassio, calcio, magnésio, cobre, ferro,
manganés e zinco, devido a influéncia das aguas do rio Amazonas que possuem
concentragdes relativamente altas de sélidos dissolvidos (JUNK et al., 2011). O rio Amazonas
tem papel fundamental na alteracdo das caracteristicas do rio Tapajds na sua foz, localizada
proxima ao lgarapé Acu, e funciona como agente depurador tendo em vista o grande volume
de suas aguas neste trecho do rio (MIRANDA et al., 2009). Portanto, a semelhanca nos
padrdes fisico-quimicos dos igarapés Maica e Acu pode ser explicada pela proximidade entre
eles.

Os sedimentos e solo utilizados nesse estudo também apresentaram diferentes padrbes
fisicos. Em relacdo a classe textural das amostras, o sedimento relativo ao igarapé Jamaraqua
apresentou classe de textura arenosa e aos igarapés Maicéa e Acu apresentaram médio-arenosa.
Os elevados teores de areia nos sedimentos referem-se ao intemperismo de rochas da regido
amazonica e consequente transporte e sedimentagdo de altas quantidades de quartzo nas areas
alagaveis (MIRANDA et al., 2009).

Em contrapartida, o solo de floresta primaria utilizada nesse estudo apresentou classe
textural muito argilosa. No geral, os solos de terra firme da regido Amazonica sob floresta
primaria, sdo pobres em nutrientes, profundos, bem drenados com boa capacidade de retencéo
de 4gua e permeabilidade, alto teor de argila, e baixa CTC (FERREIRA et al., 2006). A
capacidade da Floresta Amazo6nica em desenvolver-se sobre solos acidos, intemperizados e

com baixa disponibilidade de nutrientes, produzindo grande quantidade de biomassa e alta
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diversidade de espécies, deve-se a eficiente deposicdo e rapida liberacdo dos elementos
minerais mediante a decomposi¢édo da serapilheira (NEVES et al., 2001).

Diferencas entre os sedimentos e o solo de floresta ja eram esperados, j& que essas
areas se mantém em condicdes divergentes ao longo de boa parte do ano. Além disso, em
relacdo as é&reas alagaveis, também eram esperadas diferencas tanto entre as areas,
especialmente entre o lgarapé Jamaraqua e os lgarapés Maica e Acu, devido as diferentes
influéncias dos rios em que séo banhadas, quanto entre as épocas, uma vez que a presenca ou
ndo de coluna d’agua tem influéncia direta em varios padrGes quimicos, em especial o pH,
onde se verifica aumentos em solos acidos e diminui¢do em solos alcalinos durante o periodo
de cheia, atingindo valores estaveis entre 6,0 e 7,0, trés semanas apés o inicio do alagamento,
conforme observado por Soares (2005) e essa diferenca também foi constatada nas areas de

estudo.

5.2 Coletas de gas metano (CHa)

As coletas de gas CH4 foram realizadas de duas formas, dependendo da condicéo de
alagamento das areas. Na época cheia, foi realizada a coleta de bolhas de gas com o objetivo
de se determinar a concentragdo de metano retida no sedimento, como pode ser observado no
Gréafico 2. Esse tipo de amostragem foi realizado somente nos igarapés, uma vez que a
formacdo de bolhas de CHas4 s6 ocorre sob condicdes de alagamento devido a baixa

solubilidade do gas em agua.

Grafico 2 - Concentracdo de CH4 nas bolhas de gas durante a época seca.
8,0et+4

a a CH,

6,0e+4

4,0ct+4 4

Concentragdo de CH, (ppm)

2,0c+4

0,0

Jamaraqua Maica Agu
As barras de erro representam o erro padrao da média. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo
teste Kruskal Wallis, a 5% de probabilidade.
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Durante a época cheia, também foi realizada a medicdo das varidveis oxigénio

dissolvido e temperatura na interface agua-sedimento, apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Oxigénio dissolvido e temperatura na interface agua-sedimento durante a época
cheia.

Parametro | Unidade Jamaraqua Maicéa Acu
oD mgL-! 301 + 0,74b 434 + 0,74a | 355 + 0,16ab
Temperatura °C 2868 * 1,00b 3005 + 0la |2845 = 021b

Oxigénio dissolvido (OD) e temperatura na interface dgua-sedimento durante a época cheia seguidas pelo desvio
padrdo. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.

Oxigénio dissolvido e temperatura sdo os fatores ambientais importantes que
influenciam a dindmica entre microrganismos metanogénicos e metanotréficos,
consequentemente interferindo na producdo e oxidacdo de CHs. O aumento do oxigénio
dissolvido no meio favorece a comunidade metanotrofica, resultando no consumo de metano
disponivel no meio (MAYLAN et al., 2016). O oxigénio dissolvido apresentou correlacao -
0,776 (p<0,05) com a concentragdo de CHg4, indicando que quanto maior o teor de oxigénio
dissolvido no sedimento, menor a concentracdo de CH4 nas bolhas de gés, inferindo-se uma
maior atividade metanotrofica.

A temperatura 6tima de producdo de CHs varia entre 25 e 40 °C dependendo do clima
e do solo (CHEN et al., 2015), e a temperatura 6tima de oxidacdo varia entre 25 e 35 °C
(MONHANTY et al., 2007). Apesar da temperatura ter apresentado correlacdo -0,676
(p<0,05) com a concentracdo de CHa, nas areas amostradas, 0s sedimentos se encontravam na
faixa de temperatura ideal para os dois processos, metanogénese e metanotrofia, inferindo-se
que o principal fator limitante para a oxidacdo de CH4 nessas &reas esté relacionado com o
oxigénio dissolvido durante o periodo de cheia em que foi realizada a amostragem. Outros
parametros, tais como pH, matéria organica, nitrogénio total, foésforo e enxofre nédo
apresentaram correlages significativas em relacdo a concentracdo de CHs retido no
sedimento durante a época cheia.

Ja na época seca, a coleta de gas foi feita com o objetivo de se estimar o fluxo de CHa
no momento da amostragem, onde também foi considerada a area de floresta primaria
(Grafico 3).
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Gréfico 3 - Fluxo de CH4 em camara durante a epoca seca.
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As barras de erro representam o erro padrdo da média. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo
teste Kruskal Wallis, a 5% de probabilidade.

Durante a coleta de CHa, também foram realizadas as medi¢des da temperatura do ar e
temperatura dos sedimentos e solo de floresta. A determinagdo da umidade dos sedimentos e

solo de floresta foi realizada em laboratério. Os dados obtidos estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Temperatura ambiente, temperatura do sedimento/solo e umidade do
sedimento/solo durante a época seca.

Parametro | Unidade Jamaraqua Maica Acu Floresta
TA °C 3440 + 08a (3383 + 051a 27,70 £+ 0,14b |25,00 £+ 0,12¢c
TS °C 32,10 + 168a (31,73 = 0,15a |28,75 + 0,26b |2543 £+ 0,31c
usS % 31,18 + 12,86a {3548 = 545a (32,30 £ 2,35a (27,43 £ 2,19a

Temperatura ambiente (TA), temperatura do sedimento/solo (TS) e umidade do sedimento/solo (US) durante a
época seca seguidas pelo desvio padrdo. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Tukey, a
5% de probabilidade.

Nas areas de estudo, o fluxo de CH4 variou bastante entre os pontos de cada area, o
que é evidenciado pelas barras de erro do gréfico, porém, no geral, os igarapés Maica e Agu
apresentam fluxos semelhantes a area de floresta no periodo de seca, apresentando-se como
drenos de CHa. Ja o igarapé Jamaraqua apresentou fluxo positivo elevado de CH4. Apesar de
0s pontos de coleta ndo estarem sob inundacdo no dia da amostragem e a umidade do

sedimento ser semelhante as demais areas, foi possivel notar em campo que 0s pontos de
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coleta no igarapé Jamaraqué foram naturalmente drenados pouco tempo antes da amostragem.
Vérios trabalhos realizados em campos de arroz indicam que a drenagem dos solos é capaz de
suprimir a emisséo de CHs (MA; LU, 2011; HAQUE et al., 2016). O fato desse igarapé se
manter sob condicdes de alagamento a maior parte do ano, indica que nele possa existir uma
comunidade metanogénica muito mais ativa, responsavel pelo alto fluxo de CH4 nessa area.

Durante a época seca, 0 igarapé Jamaraqué foi o que apresentou os maiores valores de
pH e temperatura do solo. O fluxo de metano na época seca apresentou correlacdo 0,517
(p < 0,05) com pH e correlacdo 0,441 (p < 0,05) com a temperatura do solo. Esses valores de
correlacdo indicam que pH e temperatura possuem um papel importante no fluxo de metano
durante a época seca. Ha relatos na literatura que a metanogénese € praticamente inibida em
pH abaixo de 5,8 (MAYLAN et al., 2016), porém outros estudam mostram que o potencial de
emissao de metano pode ser aumentado em até 30% com a reducdo do pH até 4,5 (TACONI
etal., 2007).

Estudos relatam que sedimentos arenosos possuem maior potencial de emissdo de
metano, devido a ndo-retencdo do gas nos poros de entre as particulas de areia (WANG et al.,
1993; MAYLAN et al., 2016). Portanto, a textura arenosa do sedimento do Igarapé Jamaraquéa
também pode estar relacionada a alta taxa de emissdo de metano obtida no dia da
amostragem.

Assim como na época cheia, nas areas estudadas, o fluxo de metano nas areas no dia
da amostragem ndo apresentou correlacdo significativa direta com matéria organica,
nitrogénio total, fosforo e enxofre, indicando que o ciclo do metano nessas areas é muito
dindmico, dependendo de vérios fatores em conjunto.

Vale ressaltar que ambas as coletas de CHg, tanto para determinagéo da concentracéo
nas bolhas retidas no sedimento quando para o calculo do fluxo diario retratam a realidade de
um momento isolado, ou seja, do dia e hora em que foram amostradas. Esses dados podem ser
utilizados como um indicativo, mas ndo conclusivos. Para tal, se faz necessaria a anélise

comparativa com os dados moleculares.

5.3 DNA gendmico dos sedimentos e solo

O DNA total dos sedimentos e solo foram extraidos em duplicata para cada amostra
coletada nas quatro &reas de estudo, nas épocas de cheia e seca. Devido as otimizagdes do
protocolo original, todas as amostras apresentaram resultados de 1,7 a 2,1 no parametro
260/280, consideradas com boa qualidade, medidos no Nanodrop 2000c (Thermo Fisher

Scientific Inc., Wilmington, DE, USA). As amostras de sedimento apresentaram de 2,0 a 35,8
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ng/uL de DNA. J& as amostras de solo de floresta apresentaram de 31,8 a 71,8 ng/uL de
DNA.

5.4 PCR quantitativo em tempo real

O PCR quantitativo em tempo real foi utilizado para comparar a abundéncia dos genes
funcionais do ciclo do metano entre as diferentes areas de estudo. A metodologia foi realizada
com 0 uso de uma curva padrdo para cada gene, composta por quantidades conhecidas dos
genes, mcrA, pmoA, 16S rRNA Bacteria e 16S rRNA Archaea, que abrangeram todas as
amostras de DNA analisadas.

Uma vez que as amostras de sedimentos e solo apresentaram padrdes fisico-quimicos
diferentes, afetando diretamente na extracdo e concentracdo do DNA total, nas reacdes de
gPCR as concentraces iniciais de DNA foram padronizadas para todas as amostras e o valor
final da quantificacdo dos genes utilizados no presente estudo foram expressos em nimero de
copias por nanograma de DNA. Com isso, foi possivel eliminar qualquer viés de analise
relacionado aos diferentes padrdes fisico-quimicos das amostras, em especial o teor de

umidade.

5.4.1 Genes funcionais mcrA e pmoA

As curvas-padrdo geradas para a utilizacdo nas placas de gPCR do gene funcional
mcrA apresentaram excelentes coeficientes de correlacdo, acima de r2=0,99 e eficiéncia entre
87 e 93%. Os dados obtidos foram convertidos para nimero de cOpias por nanograma de

DNA e estdo apresentados no Gréfico 4.
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Gréfico 4 - Abundéancia do gene funcional mrcA nos sedimentos e solo estudados, nas duas
épocas de amostragem.
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As barras de erro representam o erro padrdo da média. Letras minusculas representam a comparacdo entre as
&reas no mesmo periodo de amostragem e letras mailsculas representam a comparacdo dos periodos de
amostragem em cada &rea. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Kruskal Wallis, a 5%
de probabilidade.

N&o ocorreu diferenca significativa da quantificacdo do gene funcional mcrA nas areas
alagaveis entre as épocas de cheia e seca. A estabilidade das arqueias metanogénicas em
relacdo a drenagem também foi relatada por Ma e Lu (2011). Vérios trabalhos realizados em
condicdes de campo indicam que a estrutura da comunidade metanogénica ndo se altera em
relacdo as mudancas das condicBes ambientais em campos de arroz, com base em DNA
(KRUGER et al., 2005; WATANABE; KIMURA; ASAKAWA, 2006; 2007). A razdo pela
qual a estrutura da comunidade metanogénica se mantém estavel em areas alagaveis ainda é
desconhecida, no entanto, € importante ressaltar que a estabilidade da comunidade néo reflete,
necessariamente, 0s membros metabolicamente ativos (MA; LU, 2011; WATANABE;
KIMURA; ASAKAWA, 2009).

A abundancia do gene mcrA apresentou correlagdo positiva (0,570, p < 0,05) com pH
e temperatura do sedimento/solo (0,607, p < 0,05). Apesar desse gene estar correlacionado
significativamente com a producéo e emissdo de CHa, pode-se afirmar que ha uma correlacédo
indireta, uma vez que o pH e temperatura se correlacionaram positiva e significativamente

com a emissdo de CH4 durante a época seca. Diferentemente do esperado, a quantificagdo do
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gene mcrA ndo apresentou correlacéo significativa com o teor de matéria orgénica, indicando
que este ndo € um fator limitante para a comunidade metanogénica nas areas estudadas.

De acordo com as andlises de fluxo de gas CH4 durante a época seca, a Unica area
caracterizada como fonte de CH4 é o igarapé Jamaraqud, que também apresentou maior
abundancia do gene mcrA, podendo ser um indicativo que a comunidade metanogénica dessa
area se mantém ativa, mesmo em condi¢des de drenagem natural.

Segundo Scavino et al. (2013), em solos de “terras altas”, ou seja, solos que nao tém
influéncia de periodos de inundagdo, a comunidade metanogénica sé aumenta se for
submetida a condic¢Bes anoxicas de alagamento. Uma vez que abundancia do gene mcrA no
solo de floresta se manteve abaixo de uma copia"®NA pode-se inferir que nessa area a
comunidade metanogénica do solo da floresta utilizada nesse estudo é tdo restrita que ndo é
detectada pela técnica de qPCR.

As curvas-padrdo geradas para a utilizacdo nas placas de qPCR do gene funcional
pmoA apresentaram bons coeficientes de correlagdo, acima de r2=0,98 e eficiéncias entre 92 e
102%. Os dados obtidos foram convertidos para niumero de cépias por nanograma de DNA e

estdo apresentados no Grafico 5.

Gréfico 5 - Abundéancia do gene funcional pmoA nos sedimentos e solo estudados, nas duas
épocas de amostragem.
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As barras de erro representam o erro padrdo da média. Letras mindsculas representam a comparagédo entre as
areas no mesmo periodo de amostragem e letras mailsculas representam a comparacdo dos periodos de
amostragem em cada area. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Kruskal Wallis, a 5%
de probabilidade.
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A abundancia do gene funcional pmoA aumentou significamente (p < 0,05) nas areas
alagaveis ap0s a drenagem natural, exceto no igarapé Maica, onde ndo apresentou diferenca
estatistica. Durante a época cheia, 0 gene pmoA apresentou correlacdo significativa com o
oxigénio dissolvido no sedimento (0,580, p < 0,05), confirmando o fato de que a
disponibilidade de oxigénio no meio estimula a comunidade metanotréfica. O gene pmoA
também apresentou forte correlagdo com o gene mcrA (0,759, p < 0,05), evidenciando a
interagdo entre as comunidades metanotrofica e metanogénica nesses ambientes.

Outro aspecto importante é a relacdo mcrA:pmoA nas areas de estudo. No solo de
floresta, sempre ha mais copias de pmoA em relacdo ao nimero de copias de mcrA, uma vez
que o gene mcrA foi considerado como ndo detectado nessa area. J& nas areas alagaveis, essa
relacdo ocorre de forma contraria, porém a relacdo diminui na época seca, conforme a Tabela
6, que indica 0 nimero de copias de mcrA"PNA para cada copia de pmoA"PNA nas amostras

de sedimentos.

Tabela 6 - Relacdo entre 0s genes mcrA e pmoA nas areas alagaveis.

] Epoca cheia Epoca seca
Areas
mcrA pmoA mcrA pmoA
Jamaraquéa 29,5 : 1 13,2 : 1
Maica 20,5 : 1 10,2 : 1
Acu 41 : 1 8,7 : 1

Dessa forma, pode-se inferir que a drenagem natural das areas alagaveis permite a
oxigenacao do sedimento e resulta no crescimento mais elevado da comunidade metanotréfica
em relagdo a comunidade metanogénica, evidenciando o potencial de oxidacdo de CH4 nessas
areas. Contudo, somente a relacdo entre os genes néo é suficiente para explicar a dindmica de
producdo e oxidacdo de CHa4 nas areas alagaveis, sendo um processo dependente de varios
outros fatores, fisicos, quimicos e biologicos (MAYLAN et al., 2016; CHAUDHARY et al.,
2017).

5.4.2 Genes 16S rRNA de Bacteria e Archaea

As curvas-padrdo geradas para a utilizacdo nas placas de gPCR do gene 16S rRNA

Bacteria apresentaram bons coeficientes de correlagédo, acima de r>=0,95 e eficiéncias entre
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75 e 76%. Os dados obtidos foram convertidos para nimero de cdpias por nanograma de
DNA e estdo apresentados no Gréfico 6.

Gréfico 6 - Abundéncia do gene marcador filogenético 16S rRNA Bacteria nos sedimentos e
solo estudados, nas duas épocas de amostragem.
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As barras de erro representam o erro padrdo da média. Letras mindsculas representam a comparacdo entre as
areas no mesmo periodo de amostragem e letras mailsculas representam a comparagdo dos periodos de
amostragem em cada &rea. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Kruskal Wallis, a 5%
de probabilidade.

Em todas as areas, houve aumento da abundancia do gene 16S rRNA Bacteria no
periodo de seca em relacdo ao periodo de cheia, sendo estatisticamente significativo somente
nos igarapés Jamaraqua e Maica. A drenagem natural da agua e a consequente exposi¢do do
sedimento ao oxigénio torna-se uma condi¢cdo favoravel para o aumento da comunidade
Bacteriana (JI et al., 2015). J& na Floresta, a abundancia do dominio Bacteria se manteve
constante, indicando que essa area representa um ambiente estavel para a comunidade
Bacteriana.

As curvas-padrdo geradas para a utilizacdo nas placas de gPCR do gene 16S rRNA de
Archaea apresentaram excelentes coeficientes de correlagédo, acima de r2=0,99 e eficiéncias
entre 90 e 99%. Os dados obtidos foram convertidos para niUmero de cdpias por nanograma de

DNA e estdo apresentados no Grafico 7.
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Grafico 7 - Abundéancia do gene marcador filogenético 16S rRNA Archaea nos sedimentos e
solo estudados, nas duas épocas de amostragem.

6e+4
aA I Chcia
[ Seca
Sct4
aA  abA
4ct+4 I
>
5 bA
“w =
8 Ber bA |
o
)
O
2e+4
cB
cA
lc+4
dB ﬂ
: . . h m
Jamaraqua Maicé Agu Floresta

As barras de erro representam o erro padrdo da média. Letras minlUsculas representam a comparacdo entre as
&reas no mesmo periodo de amostragem e letras mailsculas representam a comparacdo dos periodos de
amostragem em cada &rea. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Kruskal Wallis, a 5%
de probabilidade.

E possivel observar diferencas acentuadas na abundancia de microrganismos do
Dominio Archaea. Em relacdo as épocas amostradas, as areas apresentaram padrdes
diferentes, uma vez que o igarapé Jamaraqua e a floresta tiveram um aumento significativo na
abundancia do gene 16S rRNA Archaea. Em contrapartida, os igarapés Maica e Acu nao
apresentaram diferencas significativas entre as épocas. A abundéncia do gene 16S rRNA
Archaea estd fortemente correlacionada com a abundancia do gene funcional mcrA
(0,829, p < 0,05). Em areas alagaveis, € comum se utilizar ambos 0s genes, em conjunto, para
indicar o potencial de emissédo de CH4 (SCAVINO et al., 2013; Jl et al., 2015). Em relacéo as
variaveis ambientais, a abundancia do gene 16S rRNA Archaea, assim como 0 gene mcrA,
apresentou correlagéo significativa com pH (0,373, p < 0,05) e temperatura do sedimento/solo
(0,607, p<0,05).

A abundéncia do gene 16S rRNA Archaea apresentou correlagdo 0,437 (p<0,05) com
a abundancia do gene 16S rRNA Bacteria, indicando que interagcdo positiva entre os dois
dominios. A comunidade bacteriana apresentou maior quantificacdo em relagdo & comunidade
de arqueias em todas as areas nas duas épocas, sendo a relacdo bactéria:arqueia bem menor

nas areas alagaveis, como pode ser observado na Tabela 7, que indica 0 niUmero de copias de
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16S rRNA Bacteria™N” para cada cdpia de 16S rRNA Archaea"®N* nas amostras de

sedimentos e solo de floresta.

Tabela 7 - Relacdo entre os genes Bacteria e Archaea nas areas de estudo

i Epoca cheia Epoca seca
Areas ) )
16S Bacteria 16S Archaea 16S Bacteria 16S Archaea
Jamaraqué 26,9 : 1 23,2 : 1
Maica 18,3 1 26,2 1
Acu 25,7 : 1 28,3 1
Floresta 222,2 1 82,2 1

Este fato pode estar relacionado a adaptacdo da comunidade total de arqueias para se

desenvolver em ambientes sujeitos a estresses sazonais, tais como os periodos de cheia e seca.

5.5 Sequenciamento em larga escala dos genes 16S rRNA de Bacteria e Archaea

O sequenciamento em larga escala dos genes 16S rRNA de Archaea e Bacteria foram
realizados concomitantemente e de modo complementar as analises de qPCR, objetivando a
determinacdo dos indices de riqueza e diversidade e perfis taxonémicos das comunidades de
Bacteria e Archaea nas amostras de sedimentos e solo do presente estudo.

O sequenciamento dos genes 16S rRNA de Bacteria e Archaea realizado pela
plataforma Illumina Hiseq 2500 (PE250) gerou um total de 4.014.872 sequéncias brutas de
Bacteria e 1.108.165 sequéncias brutas de Archaea. Apds o controle de qualidade de
sequéncias, este numero foi reduzido para 2.985.763 sequéncias de Bacteria e 584.144
sequéncias de Archaea, com tamanho médio de 253 e 360 pb, respectivamente. As sequéncias

resultantes foram agrupadas em 14.137 OTUs de Bacteria e 493 OTUs de Archaea.

5.5.1 Estimativas de riqueza e medidas de diversidade

A partir do calculo do estimador ACE e indice Shannon, foi possivel observar que as
areas do presente estudo apresentaram padrdes distintos de riqueza e diversidade, tanto para
Bacteria quanto para Archaea, conforme o gréafico 8.
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Gréfico 8 - Estimativa de riqueza e medida de diversidade das areas de estudo nas duas
épocas de amostragem.
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A riqueza e consequentemente a diversidade de espécies microbianas em um habitat
esta relacionada as caracteristicas do ambiente, incluindo ndo somente disponibilidade de
nutrientes em si, mas também a forma como estdo estes encontram-se disponiveis, pH e
disponibilidade de oxigénio (MADIGAN et al., 2014; MAYLAN et al., 2016), portanto, como
as areas apresentam padrdes fisico-quimicos distintos e, adicionalmente, houve mudancas nas
caracteristicas das areas de uma época para outra, j& era de se esperar alteragdes nos
estimadores de riqueza e medidas de diversidade OTUSs entre as épocas nas areas de estudo.

Independentemente da época de amostragem, as amostras de sedimento das areas
alagaveis apresentaram maior riqueza e diversidade de OTUs nos dominios Bacteria e
Archaea em relacdo as amostras de solo de floresta, ocorrendo uma discrepancia muito maior
para arqueias. Uma vez que as areas alagaveis estdo sujeitas a periodos contrastantes de seca e
cheia, 0 que altera drasticamente as condi¢fes do ambiente, os maiores indices de riqueza e
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diversidade nessas areas pode estar relacionado a abertura constante e dinamica de novos
nichos, devido as perturbagfes naturais, 0 que ndo ocorre com a mesma intensidade em solos
sob floresta. Adicionalmente, € possivel observar a semelhanca dos indices de riqueza e
diversidade dos igarapés Maica e Acu quando comparados ao igarapé Jamaraqua. Esses dados
evidenciam ainda mais a influéncia das caracteristicas dos rios na formacdo da comunidade

microbiana em &reas alagaveis.

5.5.2. Perfis taxondmicos das comunidades de Bacteria e Archaea

O sequenciamento do gene 16S rRNA Bacteria revelou que as quatro areas de estudo
apresentam perfis taxonémicos do dominio Bacteria semelhantes, indepentendemente da
época, com presenca representativa dos filos Acidobacteria, Actinobacteria, Chloflexi,
Firmicutes, Nitrospirae, Planctomycetes, Proteobacteria e Verrucomicrobia e com exce¢do
do filo Bacterioidetes que apresentou presenca representativa somente no igarapé Jamaraqua e

no solo de floresta durante a época cheia, conforme o Gréfico 9.

Gréafico 9 - Perfil taxonémico do dominio Bacteria das areas de estudo nas duas épocas de

amostragem
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A presenca e representatividade dos filos do dominio Bacteria detectados ja foi
amplamente descrita em varios trabalhos, tanto em sedimentos de &reas alagaveis quanto em
solos amazo6nicos (RODRIGUES et al., 2013; HE et al., 2015).

O filo ProteoBacteria, composto por bactérias gram-negativas, € um dos maiores filos
do dominio Bacteria. Dentre as cinco classes deste filo, a classe Gammaproteobacteria
merece destaque por abrigar familia Methylococcaceae, relacionada as bactérias
metanotroficas tipo I, quantificadas no presente estudo pelo gene pmoA. A abundéncia
relativa das OTUs classificadas na familia Methylococcaceae, com maior representatividade
dentre as familias potencialmente oxidadoras de CHa no sequenciamento do gene 16S rRNA
Bacteria do presente trabalho, esta representada no Gréafico 10.

Gréafico 10 - Abundacia relativa da familia Methylococcaceae nas areas de estudo nas duas
épocas de amostragem

p= 2293
1.75 4

1.50

1.25 4

Proportion of sequences (%)
-
(=]
(=)

o
o
v

0.50 - —|—

0.25

0.00

T T T T T T T T
Agu - Seca Acu - Cheia Floresta-Seca  Floresta-Cheia Jamaraqua - Seca Jamaraqua - Cheia Maica - Seca Maicd - Cheia

A abundancia relativa das OTUs classificadas na familia Methylococcaceae a partir do

sequenciamento do gene 16S rRNA Bacteria corrobora com os valores de abundancia do gene
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pmMOA & partir da técnica de qPCR, indicando que esta é a principal familia relacionada a este
gene funcional tanto nas areas alagaveis quanto em solo de floresta. A presenca dessa familia
indica que todas as areas possuem potencial para atuarem como dreno de CHa, levando em
consideracdo que a emissdo de CHs é resultado do balanco entre sua produgéo e oxidagdo
(MARINHO et al., 2016), e ambos 0s processos necessitam de condigdes especificas para
ocorrer.

Em contrapartida, o sequenciamento do gene 16S rRNA Archaea revelou que os
sedimentos apresentam perfis taxonémicos distintos do solo de floresta. Enquanto a
comunidade de arqueias do solo de floresta &€ majoritariamente composta por representantes
do filo Thaumarchaeota, e em menor abundancia os filos Bathyarchaeota e Euryarchaeota,
nos sedimentos a comunidade de arqueias € mais bem distribuida entre esses trés filos e,
adicionalmente, o igarapé Jamaraqua, considerada a area mais diversa pelo indice de
Shannon, apresentou OTUs classificadas no filo Parvacheaeota, Wosearchaeota e, somente

durante a época seca, AltiArchaeales e Lokiarchaeota, conforme o Gréfico 11.

Gréafico 11 - Perfil taxonémico do dominio Archaea das areas de estudo nas duas épocas de
amostragem
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O filo Thaumarchaeota esta entre um dos mais abundantes filos de arqueias.

Inicialmente classificado como "Crenarchaeota mesofilico”, analises de gendmica
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comparativa revelou recentemente ser um filo separado e de ramificacdo profunda dentro do
dominio Archaea. Este novo filo compreende ndo somente as arqueias oxidantes de aménio
conhecidas, mas também vérios clusters de sequéncias ambientais representando
microrganismos com metabolismo de energia desconhecida (PESTER et al., 2011).

Apesar da ocorréncia difundida e da diversidade fisiologica em ecossistemas
terrestres, o filo Euryarchaeota ainda é pouco explorado, contendo microrganismos
psicrofilos, termofilos, mesofilos, halofilos e alcalofilos, principalmente com propriedades
metabolicas ndo resolvidas (PESARO; WIDMER, 2002; HU et al., 2013). O filo
Euryarchaeota é conhecido por abrigar géneros conhecidos de importancia na producdo de
gases de efeito estufa, com o CHs como o produto final da respiracdo anaerdbica, sendo este
processo bioldgico considerado responsavel pelo 74% do CH4 atmosférico emitido na Terra
(LIU; WHITMAN, 2008). Dentre os géneros metanogénicos classificados junto ao filo
Euryarchaeota, o género com maior representatividade identificado pelo sequenciamento do
gene 16S rRNA Archaea foi 0 género Methanobacterium, conforme o Grafico 12.

Gréafico 12 - Abundécia relativa do género Methanobacterium nas areas de estudo nas duas
épocas de amostragem
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Atualmente, o género Methanobacterium compreende 25 espécies originarias de
varios ambientes, bem como estirpes que ainda ndo foram validamente nomeadas, mas
pertencem ao género Methanobacterium com base na sua sequéncia de genes 16S rRNA
semelhante ao tipo de cepas deste género. Todas as espécies de Methanobacterium conhecidas
até agora sdo capazes de utilizar dioxido de CO2 e H> como substratos para a metanogénese,
se enquadrando no metabolismo hidrogenotréfico. Além disso, apresentam uma ampla gama
de fenotipos e variagBes quanto as suas especificacfes gendémicas (CADILLO-QUIROZ et al.,
2014). A abundancia desse género foi consideravelmente maior nas areas alagaveis, em
especial nos igarapés Maicad e Acu, quando comparada ao solo de floresta evidenciando o
potencial de atuarem também como fonte de CHs. J& a baixa abundéancia relativa desse género
no igarapé Jamaraqua em relacdo as outras areas alagaveis indica que parte do gene mcrA
amplificado pela técnica de gPCR advém de outros grupos ainda ndo classificados.

O filo de Bathyarchaeota foi proposto recentemente, representando um grupo
evolutivamente diverso de microrganismos (KUBO et al., 2012; GAGEN et al., 2013; MENG
et al., 2014; LAZAR et al., 2015) encontrados em diversos ambientes, incluindo sedimentos
de oceanos e agua doce (VETRIANI et al., 1999; LLOYD et al., 2013; MENG et al., 2014). A
alta abundéancia de genes do RNA ribossémico 16S (rRNA) e de biomarcadores lipidicos nas
regides de transicdo sulfato-metano levou a especulacdo de que membros desta linhagem
podem estar envolvidos na oxidacdo anaerdbica dissimilatoria do CH4, acoplada a assimilacéo
de carbono orgénico (BIDDLE et al., 2006). Recentemente, Evans et al. (2015) recuperaram
genomas de duas linhagens do filo Bathyarchaeota em um aquifero Australiano, encontrando
genes responsaveis pela producdo e oxidacdo anaerdbica de CHs homologos aos genes
presentes no filo Euryarcheota, principalmente o gene mcrA, porém filogeneticamente
divergentes. Dada a ampla diversidade ambiental e filogenética de Bathyarchaeota, e diante
da importancia desse filo nas areas alagaveis na regido de Santarém-PA, estudos adicionais

s80 necessarios para entender as capacidades metabolicas deste filo pouco conhecido.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A partir das amostragens de gases, foi possivel observar que as areas alagaveis
possuem potencial de atuarem como fonte de CH4 durante a época cheia, e como fonte ou
dreno de CH4 durante a época seca.

Os dados de qPCR confirmaram o potencial das &reas alagaveis de atuarem como
tanto como fonte quanto como dreno de CH4, uma vez que a abundancia do gene pmoA
aumenta durante a época seca. Ja no solo de floresta, o gene mcrA foi considerado como néo
detectado, portanto, a floresta pode ser considerada somente como potencial dreno de CHa.

O estimador de riqueza ACE e o indice de diversidade de Shannon mostraram que 0s
sedimentos de areas alagaveis possuem maior riqueza e diversidade de Bacteria e Archaea
quando comparados ao solo de floresta, indicando que as dinamicas de alagamento e
drenagem naturais podem ser responsaveis pela abertura de novos nichos ecoldgicos que
consequentemente influenciam no aumento da riqueza e diversidade de Bacteria e Archaea
nessas areas.

Todas as areas apresentaram perfis taxondmicos do dominio Bacteria semelhantes,
com excecdo de alguns filos, porém, a grande diferenca entre as comunidades esta relacionada
ao Dominio Archaea. A comunidade de arqueias no solo de floresta é majoritariamente
composta por representantes do filo Thaumarchaeota, independentemente da época de
amostragem, indicando a estabilidade desse filo em solo de floresta.

O solo de floresta apresentou baixa abundéncia dos filos potencialmente produtores de
CH., Bathyarchaeota e Euryarchaeota, e o contrario foi observado nas areas alagaveis. A
maior abundancia do filo Bathyarchaeota em relacdo ao filo Euryarchaeota nas areas
alagaveis revelou que o pouco do que se conhece acerca do metabolismo metanogénico pode
ser levado em consideracao para a caracterizacdo das areas alagaveis da Amazonia utilizadas
no presente estudo, uma vez que o filo Bathyarchaeota foi recentemente descrito e necessita
de maiores estudos para compreensdo dos metabolismos utilizados pelos integrantes desse
filo.

Os dados gerados no presente estudo incentivam a continuidade de trabalhos
relacionados ao ciclo do CH4 em areas alagaveis da bacia Amazonica, incluindo investigacoes
acerca do papel do filo Bathyarchaeota nessas areas. Para o entendimento dos processos e da
dindmica das comunidades microbianas envolvidas nos mesmos, poderdo ser desenvolvidos
modelos para experimentos em microcosmos, a fim de simular um ambiente controlado com

foco especifico no ciclo do CHgs, e, adicionalmente, utilizacdo de técnicas refinadas como
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metagendmica, metatranscritdmica e fracionamento isotdpico para responder perguntas

relacionadas a funcéo da comunidade microbiana nessas areas.
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